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1. Einleitung

1.1. Krankheitsbild und Diagnostik der Cystischen Fibrose

Die Cystische Fibrose (CF, Synonym: Mukoviszidose) ist eine komplexe, le-
bensbedrohliche Multisystemkrankheit, die ein breites Spektrum an Symptomen
aufweist. Bei einer Inzidenz von etwa 1:2.500 Neugeborenen handelt es sich
um die haufigste autosomal-rezessiv vererbte Krankheit der kaukasischen Be-
volkerung (24, 81). Diesem Vererbungsmuster entsprechend manifestiert sich
die Erkrankung nur bei homozygoten Merkmalstragern. Ungeféhr ein Viertel der
weilden Bevolkerung sind heterozygote Merkmalstrager, welche im Gegensatz
zu homozygoten Merkmalstragern phanotypisch gesund sind (30, 81). Sowohl
Homo- als auch Heterozygotenfrequenz sind in der asiatischen und afrikani-
schen Bevolkerung deutlich geringer (24, 30, 76, 81, 167).

Die vielfaltigen Symptome der CF werden durch eine Chloridionen-Transport-
storung hervorgerufen, die durch den Defekt eines epithelialen Chloridkanals
bedingt ist (131). Diesem Defekt liegt die Mutation des Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator-Gens (CFTR-Gen) zugrunde. Das Gen be-
findet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 7 an Position 7931.2 (81,
155), umfasst 230 Kilobasenpaare und kodiert fur das CFTR-Protein (70, 81,
120, 123). CFTR gehort zur Familie der ATP-binding-cassette-Transporter und
besteht aus zwei Transmembrandoméanen (TMD1 und 2) sowie drei zytosoli-
schen Domanen, namlich zwei nukleotid-bindenden (NBD1 und 2) und einer
regulatorischen (RD). Der lonenkanal wird von TMD1 und 2 gebildet, NBD1 und
2 fungieren als Bindungsstellen fur ATP. Durch Phosphorylierung von RD durch
die Proteinkinase A und anschlieRende ATP-Bindung sowie ATP-Hydrolysie-
rung an NBD1 wird ein Chloridionenfluss durch den Kanal mdglich. Dieser wird
durch ATP-Bindung sowie ATP-Hydrolysierung an NBD2 und Dephosphorylie-
rung von RD unterbrochen (24, 30, 81). Poulsen et al. konnten nachweisen,

dass der lonenkanal auch Bicarbonat transportiert (109). Au3erdem ist bekannt,



dass CFTR andere lonenkanéale, wie zum Beispiel den epithelialen Natriumka-
nal und den auswartsgerichteten Chloridkanal beeinflusst (118).

Fur das CFTR-Gen sind bisher Gber 1.600 Mutationen bekannt (23), darunter
unter anderem Missense-Mutationen, Insertionen und Deletionen. Die Mutation
A F 508, bei der es aufgrund fehlender Kodierung fur Phenylalanin an Position
508 zu Fehlfaltung und vorzeitigem Abbau des CFTR-Proteins kommt, ist mit
Abstand die haufigste (24, 81). Dabei fallt ein deutliches Nord-Sid-Gefalle auf.
Wahrend A F 508 in Danemark 82% der Mutationen bei CF ausmacht, wird sie
in der Turkei nur in 32% der Féalle beobachtet (95). Die restlichen bis jetzt be-
kannten Mutationen kommen sehr selten vor, lediglich 10 davon treten mit einer
Frequenz von >1% auf (115). Homozygotie fir seltene Mutationen ist ein Pha-
nomen, das besonders bei Blutsverwandtschaft der Eltern beobachtet wird (81).
Die verschiedenen Mutationen werden entsprechend der Beeintrachtigung des
CFTR-Proteins, begonnen bei der ausbleibenden Synthese des Proteins tber
die gestorte Regulation und Leitfahigkeit des lonenkanals bis hin zum gestei-
gerten Abbau des Proteins, in sechs Gruppen unterteilt. Die einzelnen Gruppen
sind in unterschiedlichem Maf3e mit bestimmten Symptomen, wie etwa einer
beeintrachtigten Pankreasfunktion assoziiert (115). Die Vielfalt an genetischen
Veranderungen vermag nur teilweise die unterschiedlichen klinischen Verlaufe
zu erklaren (24). Ein direkter Zusammenhang zwischen Geno- und Phanotyp
wird nicht angenommen. Allerdings scheint die Manifestation der CF in den un-
terschiedlichen Organen vom vorhandenen Mal3 normaler CFTR-Funktion ab-
zuhangen. Fur die regelrechte Ausbildung und Funktion des Vas deferens ist
der hochste Prozentsatz an normaler CFTR-Funktion (>10%) erforderlich.
Schweil3drusen, Atemwege sowie das Pankreas kdnnen auch bei niedrigeren
Prozentsatzen an funktionsfahigem CFTR unbeeintrachtigt sein (24).

Wie bereits erwahnt, sind heterozygote Merkmalstrager phanotypisch gesund.
Allerdings wurden Zusammenhé&nge zwischen Heterozygotie und chronischer
Pankreatitis (18, 136) sowie Heterozygotie und Infertilitat beim Mann (116) beo-

bachtet. Der relativ hohe Anteil an heterozygoten Merkmalstragern kénnte unter
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anderem durch einen Selektionsvorteil erklart werden. In vitro konnte eine redu-
zierte Empfindlichkeit gegeniiber Choleratoxin (46) und dem hitzestabilen
Enterotoxin von E. coli (52) gezeigt werden, was eine gewisse Widerstandsfa-
higkeit dieser Gruppe im Bezug auf Durchfallerkrankungen nahe legt (110). Des
Weiteren wird bei Heterozygotie eine Resistenz gegentber Asthma angenom-
men (24).

Der Krankheitsverlauf und damit die Lebenserwartung der Patienten sind ent-
scheidend vom Zeitpunkt der Diagnosestellung abhéngig. Je friher CF diagnos-
tiziert wird, desto eher kann eine Therapie eingeleitet werden, die irreversible
Organschéaden hinauszdgert. Verdeutlicht wird dies nicht zuletzt durch die kon-
tinuierlich zunehmende Lebensqualitat und Lebenserwartung der Betroffenen,
die mittlerweile bei durchschnittlich 37,4 Jahren liegt (22). Wahrend bis Ende
der 60er Jahre der Grof3teil der CF-Patienten im Vorschulalter verstarb, waren
2004 dank adaquater Therapie und Betreuung fast die Halfte aller Betroffenen
Uber 18 Jahre alt (81). Bereits im 17. Jahrhundert, als tber CF noch nichts be-
kannt war, wurde beobachtet, dass ,salzig schmeckende Kinder* vermehrt friih
starben (30). Seitdem hat sich in der Diagnostik der Erkrankung viel getan. Mitt-
lerweile kann bereits pranatal eine Mutation des CFTR-Gens nachgewiesen
werden. Diese Methode ist, da sie fur den Fet Risiken birgt, bei bekannter Hete-
ro- bzw. Homozygotie beider Eltern flur eine CFTR-Mutation indiziert. Auch
wenn ein Paar bereits ein an CF erkranktes Kind bekommen hat, ist eine prana-
tale Untersuchung auf CF sinnvoll. Nach vaginaler Chorionzottenbiospie in der
10.-12. oder transabdomineller Amniozentese in der 16. Schwangerschaftswo-
che kann der Genotyp des zu untersuchenden Patienten durch direkte oder in-
direkte Genotypisierung aus den fetalen Zellen bestimmt werden. Der direkte
Nachweis ist durch Restriktionsendonukleasenverdau, Sequenzierung oder
synthetische Oligonukleotidsonden mdglich. Indirekt kann der Nachweis durch
Kopplungsanalysen erbracht werden, allerdings nicht mit derselben Sicherheit
wie durch direkte Genotypisierung (154). Der molekulargenetische Nachweis
des Gendefekts kann zusatzlich auf3erhalb der Prénatalperiode bei Patienten

jeden Alters angewendet werden. (86, 124, 149, 154). Die Diagnose CF gilt als
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gesichert, wenn auf beiden homologen Chromosomen 7 eine Mutation des
CFTR-Gens nachgewiesen wurde. Findet man nur ein mutiertens Allel, liegt
entweder Hetrerozygotenstatus oder eine Compound-Heterozygotie vor. Letzte-
re erfordert eine weitere Abklarung des zweiten Allels. Da in der Routinediag-
nostik nicht alle bekannten CFTR-Mutationen geprift werden kénnen, wird auf
die 70 haufigsten getestet. Dadurch werden die Mutationen bei tber 90% der
Betroffenen identifiziert (149).

Herausragende Bedeutung kommt auch der neonatalen Diagnostik zu. Den
Gold-Standard bei der Diagnosestellung der CF stellt der Schweildtest nach
Gibson und Cooke dar (51, 93). Dieser Test macht sich die um das 2- bis 3-fach
erhohten Natrium- und Chloridkonzentrationen im Nativschwei3 der CF-
Patienten zunutze (36, 140, 144). In exokrinen Drisen wird entsprechend des
Thaysen-Schwartz-Modells ein im Vergleich zur interstitiellen Flissigkeit isoto-
ner Primarschweil sezerniert. Bei gesunden Individuen werden daraus in den
Ausfuhrungsgangen Natrium- und Chloridionen im Austausch gegen Wasser
reabsorbiert (111). Aufgrund des CFTR-Defekts funktioniert diese Reabsorption
bei CF-Patienten nicht, was zu den erh6hten Salzkonzentrationen im Schweil3
im Vergleich zu Gesunden fuhrt (36, 111, 131, 140). Beim Schweil3test erfolgt
die Schweil3stimulation durch Pilocarpin-lontophorese an der Unterarminnen-
seite, selten auch am Rucken (30). Der Test muss bei drei unterschiedlichen
Schweil3stimulationen Werte von >60 mval/l ergeben, bevor die Diagnose CF
als gesichert betrachtet werden kann (51). Einen weiteren, vor allem bei negati-
vem Schweil3test wichtigen Test, stellt die Messung der transepithelialen Poten-
tialdifferenz dar. Bei CF-Patienten entsteht durch die mangelnde Chloridsekreti-
on bei Ubersteigertem Natriumeinstrom eine Potentialdifferenz, die sich am Na-
senepithel besonders gut ableiten lasst. Bei gesunden Patienten liegt diese Dif-
ferenz im Bereich von 8 bis 55 mV, wahrend sie bei CF-Patienten Werte im Be-
reich von 15 bis 95 mV annimmt. Durch Gabe von Amilorid oder eines
R-Sympathomimetikums kann auch im Uberschneidungbereich zwischen Ge-
sunden und CF-Patienten unterschieden werden, da durch diese Préaparate die

Potentialdifferenz in der Regel bei Gesunden im Gegensatz zu CF-Patienten
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ansteigt (149). Zusatzlich kann bei Neugeborenen das immunreaktive Trypsin
(IRT) aus dem Fersenblut bestimmt werden, welches bei CF-Patienten typi-
scherweise erhoht ist (21). Dieser Test hat sich als effektivste Methode zur CF-
Friherkennung erwiesen und wird in 26 europaischen Landern, darunter Eng-
land und Frankreich, sowie in allen Bundesstaaten der USA in Kombination mit
einer DNA-Analyse als gesetzliches Neugeborenen-Screening durchgefihrt
(15, 81, 132, 157). In Deutschland wird ein solches Neugeborenen-Screening
von den Kostentragern abgelehnt, da eine kausale Behandlung der Erkrankung
bislang nicht mdglich ist. Allerdings sind Krankheiten wie die Phenylketonurie
oder die Ahornsirupkrankheit, bei denen eine kausale Behandlung bislang
ebenfalls nicht moglich ist, Bestandteil des Neugeborenen-Screenings (48,
144). Die Inzidenzen der beiden Erkrankungen sind mit 1:8.000 und 1:250.000
Neugeborenen deutlich geringer als die der CF (144). Die CF ins Neugebore-
nen-Screening aufzunehmen, wirde bei der Probenentnahme keinen zusatzli-
chen Aufwand bedeuten, da im Rahmen des Screenings ohnehin Fersenblut
entnommen wird. Sims et al. konnten zeigen, dass in Grof3britannien die Thera-
piekosten fur Patienten, bei denen CF durch das Neugeborenen-Screening
festgestellt wurde, geringer sind als fur Patienten, bei denen die Erkrankung
erst spater diagnostiziert wurde (142). In Deutschland wird die Krankheit bei nur
knapp Uber der Halfte der CF-Patienten im ersten Lebensjahr diagnostiziert
(81). Durch ein Neugeborenen-Screening auf CF kdnnte wertvolle Zeit fur die
rechtzeitige Behandlung der Patienten gewonnen werden. Verschiedene Stu-
dien zeigen, dass die mdglichst friihe Diagnosestellung durch ein Neugebore-
nen-Screening mit einer reduzierten Morbiditat und einem besseren gesundheit-
lichen Outcome fur die CF-Patienten verbunden ist (37, 91, 141, 143, 146).

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Methoden kann bei Neugeborenen mit
CF eine erhohte Albuminkonzentration im Mekonium nachgewiesen werden.
Dieser Test wird allerdings mittlerweile wegen falsch positiver Ergebnisse auf-
grund von Blutbeimengungen nicht mehr empfohlen (75). Die zahlreichen diag-
nostischen Tests und die klinische Prasentation des Patienten gehdren bei der

Diagnosestellung und im Hinblick auf die Behandlung untrennbar zusammen.
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Die bei jedem CF-Patienten unterschiedlich starke Auspragung und Kombinati-
on der Symptome an Respirations- und Magen-Darm-Trakt, Pankreas, Leber,
Gallenwegen und dem reproduktiven System ist neben verschiedenen geneti-
schen Vorraussetzungen durch eine Reihe exogener Einflisse bedingt und

muss individuell berticksichtigt werden (81).

1.2. Pathophysiologische Vorgange und klinische Prasentation bei CF

Obwohl der genetische Defekt auf der DNA aller Korperzellen vorhanden ist,
beeintrachtigt er nur Gewebe, die CFTR exprimieren. Dazu gehdren exkretori-
sche Organe wie Bronchialdriisen der Lunge, Nasennebenhdhlen, Pankreas,
Drisen des Verdauungstrakts, Leber, Schweil3drisen und Keimdrisen des
Mannes (75, 114, 144). Die dadurch in den einzelnen Organen hervorgerufenen
Symptome sind durch denselben pathophysiologischen Mechanismus bedingt.
Die Permeabilitdt der Epithelien fir Chloridionen ist durch die eingeschrankte
CFTR-Funktion reduziert, wodurch sich die Zusammensetzung der vom jeweili-
gen Organ produzierten Sekrete verandert (24). Die durch den CFTR-Defekt
bedingt erniedrigten Chloridkonzentrationen im Lumen kdnnen weder durch
calciumabhangige Chloridkanale noch durch parazellularen Transport ausgegli-
chen werden. Zur Kompensation der dadurch bedingten Hypotonie des Sekrets
wird dessen Wassergehalt vermindert. Fur die Lunge konnte gezeigt werden,
dass dadurch zwar ein isotones Sekret resultiert, dessen Menge jedoch durch
den geminderten Wassereinstrom geringer ist als normal (17, 74, 90). Zuséatz-
lich konnten Joo et al. nachweisen, dass die Bicarbonatkonzentration in vitro die
Konsistenz der Sekrete der Trachealdriisen von Schafen und Schweinen sowie
menschlichen Tracheal- und Bronchialdrisen beeinflusst (64). Da CFTR auch
HCOg3 transportiert, wird vermutet, dass dieser Mechanismus zur Viskositatser-
hohung der Sekrete beitragt (47). Von den hochviskdsen Sekreten leitet sich

auch der Name ,Mukoviszidose® (lat. mucus Schleim, viscidus z&h) ab.
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Das zahe Sekret der mukdsen und seromukdsen Driisen verlegt die Ausfih-
rungsgange, es entwickelt sich eine Dyskrinie. Reaktive Entziindungen und fib-
rotischer Umbau des Gewebes sind die Folgen, was letztendlich zu einem zu-
nehmenden Funktionsverlust des jeweiligen Organs mit typischen klinischen
Symptomen fiihrt. Im Gegensatz zu den Ubrigen Organen, an denen sich die
CF manifestiert, wird von den Schweil3driisen kein hochviskdses Sekret gebil-
det. Wie bereits erwahnt, sorgt der unzureichende Transport von Chloridionen
Uber die apikalen und basalen epithlialen Chloridkanédle fur eine reduzierte
Ruckresorption von Chlorid aus dem Primarfiltrat der Schwei3drisen. Dadurch
werden auch weniger Natriumionen ruckresorbiert, was zu auf3erordentlich ho-
hen Natrium- und Chlorid-Konzentration im Schweild der Patienten fuhrt (111).
Das erklart, warum im 17.Jahrhundert, als CF noch unbekannt war, von Kindern
berichtet wurde, die ,salzig schmeckten und frih starben® (30). Durch den ho-
hen NaCl-Verlust sind CF-Patienten, vor allem bei Fieber, Hitze oder starker
korperlicher Anstrengung, anfallig fir das Pseudo-Bartter-Syndrom, eine hy-

pochloramische metabolische Alkalose (144).

Die ganz unterschiedlichen Veranderungen an Gastrointestinaltrakt, Pankreas
und Leber beeinflussen und verstarken sich gegenseitig und nehmen Einfluss
auf die Verdauung. Die Pankreassekrete enthalten zu wenig Wasser, zusatzlich
ist der Bicarbonatgehalt vermindert. Stase des Sekrets fihrt zu Obstruktion und
Dilatation der Azini und Ausfihrungsgéange. Die fur die Verdauung wichtigen
Pankrasenzyme Lipase und Amylase gelangen nicht mehr ausreichend ins Du-
odenum und werden zusatzlich in den Ausfihrungsgangen aktiviert. Dadurch
werden Pankreatitiden und Autodigestion sowie fibrotischer Umbau und eine
Zerstorung des Pankreasgewebes als Spatfolgen verursacht (75, 144). Aul3er-
dem wird der saure Speisebrei aus dem Magen durch den niedrigen Bicar-
bonatgehalt des Pankreassekrets nur unzureichend neutralisiert, wodurch die
wenigen noch sezernierten Pankreasenzyme nicht im pH-Optimum arbeiten.
Die Nahrungsbestandteile werden nur noch ungeniigend in resorbierbare Be-
standteile gespalten und durch den Mangel an Gallensauren werden besonders

Fette schlechter emulgiert und resorbiert. Die Folgen sind Maldigestion und Ma-
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labsorption mit Steatorrhoe sowie Mangelerscheinungen bestimmter Substan-
zen, wie zum Beispiel der fettloslichen Vitamine A, D, E und K. Etwa 90% der
CF-Patienten sind von exokriner Pankreasinsuffizienz betroffen (114). Die
Langerhans-Zellen, die zum endokrinen Teil des Pankreas zahlen, werden erst
spater im Verlauf von den fibrotischen Veranderungen betroffen. Selbst bei
noch ausreichender Insulinfreisetzung entwickelt sich aufgrund einer peripheren
Insulinresistenz eine Stérung des Glukosestoffwechsels. Die Préavalenz eines
CF-related Diabetes (CFRD) steigt mit zunehmendem Alter und liegt fur Er-
wachsene zwischen 40 und 50% (94, 159).

Auch im Darm entspricht die Zusammensetzung der Sekrete der mukésen Dri-
sen bedingt durch die reduzierte Chloridpermeabilitdt des intestinalen Epithels
und den dadurch geringeren Wassereinstrom ins Lumen nicht der von Gesun-
den. Auf dem gebildeten hochviskdsen Mukus werden die Stuhlmassen
schlechter durch den Darm transportiert. Zusatzlich ist die Stuhlbeschaffenheit
aufgrund unzureichender Aufspaltung durch die Pankreasenzyme verandert
und verschlimmert diesen Zustand zuséatzlich. Etwa 10% der CF-Patienten wer-
den mit Mekoniumileus geboren, das Aquivalent bei Kindern und Erwachsenen
ist ein distales intestinales Obstruktionssyndrom (DIOS) (125). Aul3erdem wird
vor allem bei Patienten mit unbehandelter Pankreasinsuffizienz vermehrt ein
Rektumprolaps beobachtet. In der Leber staut sich das Sekret in den Gallenka-
nalchen, es entwickeln sich Leberverfettung und bilidre Zirrhose sowie Hy-
poproteinamie mit daraus resultierenden Odemen (30).

95% der mannlichen CF-Patienten sind aufgrund einer obstruktiven Azoosper-
mie infertil, welche durch Atrophie oder Fibrosierung der Vasa deferentia be-
dingt ist (68). Auch bei klinisch sonst gesunden Mannern kann es, wie bereits
erwahnt, bei Heterozygotie fir das mutierte CFTR-Gen zu Infertilitét kommen.
Diese ist durch ein beidseitiges Fehlen der Samenleiter bedingt und wird als

congenital bilateral abscence of vas deferens (CBAVD) bezeichnet (16).
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Das hochviskése Bronchialsekret stellt den Ursprung fur die den Respirations-
trakt betreffende Symptomatik dar. Durch den reduzierten Wassergehalt und
die erhohte Viskositdt des Sekrets wird die mukozilidre Clearance, eine der
wichtigsten Abwehrmechanismen des Respirationstrakts, ineffektiv (35).
Dadurch kdonnen Mikroorganismen in der Lunge persistieren und Infektionen
hervorrufen. Die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten im Rahmen der
Infektabwehr bedingt eine weitere Eindickung des Sekrets, es entstehen erheb-
liche Sputummengen. Diese fiihren zu typischen Symptomen wie chronisch
produktivem Husten sowie einer Verlegung der Atemwege. Zusatzlich leidet der
Groliteil der CF-Patienten an chronisch rezidivierenden Sinusitiden, 25% der
Patienten weisen Nasenpolypen auf. Durch Verlegung der Ostien der Nasen-
nebenhdhlen werden bakterielle Infektionen begulnstigt, die in die unteren
Atemwege absteigen kdnnen und dort weitere Entziindungen hervorrufen oder
bereits bestehende Infektionen superinfizieren und verschlimmern (112). Eine
Komplikation der Nasennebenhdhlenentziindung stellt die Mukozele dar, die
sogar Deformitaten des Gesichtsschadels hervorrufen kann (137). Der ohnehin
schon zahe Schleim wird durch langkettige DNA-Fragmente aus zu Grunde ge-
gangenen Leukozyten und Zellen des Bronchialepithels weiter eingedickt. Es
kommt zu Sekretretention und chronischer Obstruktion, was wiederum optimale
Bedingungen fir Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus au-
reus, Burkholderia cepacia und Stenotrophomonas maltophila (22), Viren und
Pilze schafft (25). Die dadurch hervorgerufenen Infektionen werden von neutro-
philen Granulozyten dominiert und laufen im Vergleich zu Gesunden verstarkt
und verlangert ab (114). Sie gehen in chronische Entziindungsprozesse Uuber,
die letztendlich zur Zerstérung des Lungengewebes fuihren. Die Lungen-
clearance, die sich aus mukoziliarer Clearance und Hustenclearance zusam-
mensetzt, verliert an Effektivitat, was schwerwiegende Folgen hat: Verschluss
der kleinen und mittelgroRen Atemwege, Bronchiektasen, sinkende Stabilitat
der Bronchialwdnde mit eventuellem Bronchialkollaps, verstarkte Mukostase,
rezidivierende und chronische Infektionen bedingen und beeinflussen sich ge-
genseitig, wodurch ein Circulus vitiosus aufrecht erhalten wird (81). Radiolo-

gisch sind beim Grol3teil der Patienten sowohl im Bereich der Sinus (112) als
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auch der unteren Atemwege Veranderungen vorhanden (24). Im Rontgen-
Thorax sind moglicherweise Atelektasen, Lungenemphyseme, Pneumothoraces
und Abszesse sichtbar (24, 30). In Folge kann sich eine pulmonale Hypertensi-
on bis hin zum Cor pulmonale ausbilden (24). Im Gegensatz zu den Ubrigen
betroffenen Organen scheinen die pathophysiologischen Vorgange an der Lun-
ge erst spater einzusetzen, da diese bei der Geburt noch nicht oder kaum be-
troffen ist (25). Den pathophysiologischen Vorgangen in der Lunge kommt zu-
satzlich besondere Bedeutung zu, da zunehmende Ateminsuffizienz und
dadurch bedingte Hypoxie letztendlich die lebensbegrenzenden Faktoren der
CF sind. Die Einsekundenkapazitat (FEV;) der Patienten verschlechtert sich im
Krankheitsverlauf kontinuierlich und ist somit der beste Indikator fur die Mortali-
tat. Diese betragt bei einem Absinken der FEV; auf 30% des Ausgangwertes
etwa 50% (71). Die Mortalitat bei CF-Patienten ist in 80 bis 95% der Falle durch
Ateminsuffizienz aufgrund bakterieller Infektionen und Entziindungen bedingt
(85).

1.3. Infektionen der Lunge bei Patienten mit CF

Wahrend beim Gesunden der untere Respirationstrakt durch eine Reihe von
Abwehrmechanismen steril gehalten wird, sind die Atemwege bei fast allen CF-
Patienten mit pathogenen Mikroorganismen kolonisiert. Beim Grof3teil der Pati-
enten handelt es sich dabei um Pseudomonas aeruginosa. Das Bakterium stellt
den Leitkeim der CF dar (24) und wird als Hauptgrund fur die Lungenfunktions-
verschlechterung und somit die Morbiditat und Mortalitdt gesehen (85). Weitere
Keime, die im unteren Respirationstrakt der Patienten nachgewiesen werden,
sind Staphylococcus aureus, Haemophilus influenza, Stenotrophomonas malto-
phila sowie Burkholderia cepacia (22). Das Keimspektrum der Patienten ist
stark altersabhangig. Am deutlichsten zeigt sich dies fur die Keime P. aerugino-
sa und S. aureus (Abb. 1): Im Kindesalter wird S. aureus bei etwa 50% der Pa-
tienten mit Abstand am haufigsten nachgewiesen (22). Beim Erwachsenen ist

das Bakterium mit 30% viel seltener, wahrend P. aeruginosa 80% der Infektio-
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nen ausmacht (105). Es wird vermutet, dass durch Infektionen mit S. aureus
und die damit verbundene Schadigung des Gewebes eine Ansiedlung von P.
aeruginosa erleichtert wird. Neben der Aufnahme des Keims aus der Umwelt
konnte eine Ubertragung von Patient zu Patient z. B. in CF-Behandlungs-
zentren gezeigt werden (105). Allerdings ist der Respirationstrakt der CF-
Patienten nicht nur durch Bakterien besiedelt. Zusatzlich kommen Viren sowie,
vor allem im spateren Verlauf, Pilze und atypische Mykobakterien vor (25). Pe-
tersen et al. konnten nachweisen, dass es sich dabei um Respiratory Syncytial-
Viren (9%), Parainfluenza-Viren (5%), Influenza-Viren (3,6%), Adenoviren
(2,4%), Mykoplasmen (0,6%) und Chlamydien (0,6%) handelt (107). Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass auch eine Schadigung der epithelialen Oberfla-
chen durch das Respiratory Syncytial-Virus eine bakterielle Kolonisation und
Infektion z. B. mit P. aeruginosa begunstigt (107). Zusatzlich zu den bisher ge-
nannten Bakterien konnten betrachtliche Mengen verschiedener Anaerobier-
spezies im Grol3teil der Sputen der untersuchten CF-Patienten nachgewiesen
werden (156).
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Abb. 1: Pravalenz der wichtigsten Keime bei CF-Patienten (in %) in Abh&ngig-
keit von deren Alter (aus: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry. Annual
Data Report 2007 (22)).
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Keine der Hypothesen, die zu erklaren versuchen, weshalb beim CF-Patienten
iIm Gegensatz zum Gesunden Bakterien aus dem oberen Respirationstrakt ab-
steigen und in der Lunge persistieren, erfasst bis jetzt die Komplexitat der Vor-
gange ausreichend. Weder eine Ubermaldige Bindung von P. aeruginosa an die
Oberflache der respiratorischen Epithelien (26, 127), noch die durch den CFTR-
Defekt beeintrachtigte Fahigkeit der Epithelzellen P. aeruginosa unschadlich zu
machen (108) oder die Inaktivierung von Defensinen aufgrund veranderter
Elektrolytkonzentrationen (163) kénnen alle pathophysiologischen Vorgange
begriinden (114). Am besten lassen sich diese durch den Flissigkeitsmangel
und die dadurch bedingten Veranderungen der Sekrete in der Lunge erklaren
(17, 32, 63, 90). Die aufgrund des mutierten CFTR verminderte epitheliale Per-
meabilitat fir Chloridionen sorgt osmotisch bedingt flr einen geringeren Natri-
um- und Wasserstrom in Richtung Lumen. Dieser Zustand kann durch andere
lonenkanéle und parazellularen Transport nicht ausgeglichen werden, es resul-
tiert ein zéhes Sekret. Beim Gesunden wird der Mukus im bronchopulmonalen
Respirationstrakt durch die mukozilidre Clearance oralwarts transportiert und so
zusammen mit darin befindlichen Fremdkorpern und Mikroorganismen aus der
Lunge befordert. Damit stellt das mukoziliare System eine der wichtigsten Ab-
wehrmechanismen des Respirationstrakts dar (35). Es kann mit einem Zwei-
Schichten-Modell erklart werden, das wie eine Rolltreppe funktioniert (30): Die
obere Schicht wird vom Mukus gebildet, die untere von der periziliaren Flissig-
keit. Diese tragt entscheidend zum effektiven Mukustransport bei, da durch ad-
hasive Krafte der Zilienschlag koordiniert wird. (Abb. 2 A). Mukus, Zilienschlag
und periziliare Flussigkeit stehen in einem empfindlichen Gleichgewicht und nur
bei genauer Abstimmung der Komponenten funktioniert die mukozilidre
Clearance effektiv (145). Bedingt durch den Chloridionenkanaldefekt verlieren
sowohl Mukus als auch periziliare Flussigkeit an Wasser (Abb. 2 B). Der koor-
dinierte Schlag der Zilien vermag den zdhen Mukus bei CF-Patienten nicht
mehr weiterzutransportieren, wodurch dieser an den Epithelien haftet. Konstan-
te Sekretion aus den submukdsen Drisen macht die Mukusschicht noch dicker
und erschwert dadurch zusatzlich den Transport (Abb. 2 C). Der unbewegliche

Mukus stellt ein optimales Milieu fir Mikroorganismen dar. Aufgrund der unzu-
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reichenden mukozilidren Clearance persistieren diese und vermehren sich
(Abb. 2 D). Mit zunehmender Dicke und Stase der Mukusschicht entsteht darin
ein Sauerstoffgradient. Dieser wird sowohl durch verstarkt ablaufende sauer-
stoffverbrauchende Stoffwechselvorgange der Epithelien (104, 151), als auch
durch die eingewanderten Mikroorganismen verstarkt (Abb. 2 E und F) (165).
Durch die Hustenclearance versucht der Korper die unwirksam gewordene mu-
koziliare Clearance zu kompensieren, was den qualenden chronischen Husten
der CF-Patienten erklart (30). Allerdings ist auch die Effektivitat der Husten-
clearance aufgrund des hartnackigen, zéhen Sekrets eingeschrankt (126).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der pathophysiologischen Vorgange in der
Lunge von CF-Patienten am Beispiel einer chronischen Infektion mit P. aerugi-
nosa. (aus: Worlitzsch et al. Effects of reduced mucus oxygen concentration in
airway. Pseudomonas infections of cystic fibrosis patients (165)). In der Lunge
von Gesunden (A) liegen Mukusschicht (hellgrin) und periziliare Flussigkeit
(weil3) dem Alveolarepithel (gelb) auf, der Sauerstoffpartialdruck im Mukus (ro-
ter Balken) ist hoch. Die mukoziliare Clearance ist effektiv oralwarts gerichtet. In
der CF-Lunge (B-F) wird durch verminderte Chloridsekretion sowie gesteigerte
Natrium- und Wasserabsorption die daraus resultierende zdhe Mukusschicht
(dunkelgriin) nicht mehr weitertransportiert und haftet am Epithel (B). In der an
Dicke zunehmenden Mukusschicht sinkt der Sauerstoffpartialdruck, es entsteht
ein Sauerstoffgradient (C). Mit dem Einwandern und der Persistenz von Mikro-
organismen wie P. aeruginosa nimmt der Sauerstoffpartialdruck weiter ab (D).
An die zunehmend anaeroben Bedingungen passt sich das Bakterium durch
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einen mukoiden Phanotyp sowie Wachstum in Alginat-umgebenen Makrokolo-
nien an (E). Dadurch entzieht sich der Keim kdrperlichen Abwehrmechanismen
wie z.B. neutrophilen Granulozyten und persistiert in der Lunge, was chronische
Infektionen und weiter abnehmenden Sauerstoffpartialdruck (blauer Balken) zur
Folge hat (F).

Worlitzsch et al. konnten zeigen, dass der steile Sauerstoffabfall im Mukus spe-
zifisch fur CF ist und nicht bei anderen genetischen Erkrankungen vorkommt,
die den Respirationstrakt betreffen (165). Auf3erdem wurde nachgewiesen,
dass P. aeruginosa, ein gramnegativer stdbchenférmiger Nonfermenter, aktiv in
den hypoxischen Mukus eintaucht und unter den dort herrschenden anaeroben
Verhéaltnissen persistiert. In dieser Umgebung wandelt sich der Keim vom nicht-
mukoiden in einen mukoiden Phanotyp um. Dabei wird vermehrt Alginat, ein
Polysaccharid, das zur Biofilmbildung beitragt, gebildet (31, 165). Durch die
Formierung von Alginat-umgebenen Makrokolonien schitzt sich das Bakterium
vor den koérpereigenen und nicht-korpereigenen Abwehrmechanismen. Neutro-
phile Granulozyten sind beispielsweise nicht in der Lage, den Keim in Form ei-
ner Makrokolonie zu eradizieren, genau wie manche Antibiotika (103). Dadurch
kann P. aeruginosa in den Lungen von CF-Patienten persistieren. Dasselbe gilt
fur S. aureus (20, 92).

1.3.1. Infektionen mit anaeroben Bakterien bei Patienten mit CF

Der oben beschriebene hypoxische Mukus erklart auch, warum gerade in der
Lunge, dem Organ, das fur den Gas- und damit Sauerstoffaustausch zustéandig
ist, anaerobe Bakterien vorkommen. Tunney et al. untersuchten in ihrer Studie
CF-Sputen auf Anaerobier und konnten diese in 64% der untersuchten Sputen
nachweisen. Es wurden 14 verschiedene Spezies isoliert, die meisten davon
aus den Gattungen Prevotella, Veillonella, Propionibacterium und Actinomyces
(156). Die Gruppe der Anaerobier zeichnet sich durch ein Wachstumsoptimum
unter sauerstoffreien bzw. -armen Bedingungen aus. Die verschiedenen Spe-

zies unterscheiden sich jedoch im Bezug auf ihre Sauerstofftoleranz: Man un-
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terscheidet strikte, fakultative und mikroaerophile Anaerobier (82). Es konnte
gezeigt werden, dass die Sauerstofftoleranz vom Enzymlevel der Superoxid-
dismutase und der Fahigkeit, Sauerstoff zu reduzieren, abhangig ist (122, 153).
Allerdings wird die Sauerstofftoleranz bei Anaerobiern durch weitere Faktoren
beeinflusst und ist in ihrer Komplexitat noch nicht vollstandig verstanden. Strikte
Anaerobier vermehren sich nur in sauerstofffreier Umgebung. Sie werden in
Anwesenheit von Sauerstoff abgetotet. Da ihnen die Enzyme Superoxid-
Dismutase und Katalase fehlen, werden Hydroperoxid-Radikale, Superoxi-
danionen und Singulettsauerstoff nicht abgebaut und entfalten ihre toxische
Wirkung. Zu den strikten Anaerobiern gehoren unter anderem Vertreter der Gat-
tungen Prevotella, Veillonella, Actinomyces, Bacteroides und Porphyromonas
(54). Fakultative Anaerobier gedeihen auch in sauerstoffhaltigem Milieu. Zu die-
ser Untergruppe zahlen H. influenzae und Vertreter der Spezies Streptococcus
und Staphylococcus (54). Mikroaerophile Anaerobier haben ihr Wachstumsop-
timum bei geringer Sauerstoff- und erhéhter Kohlendioxidspannung. Als mikro-
aerophil werden Bartonella henselae, Campylobacter jejuni und Helicobacter
pylori bezeichnet (54). Gemeinsam mit einer Reihe von anderen Mikroorganis-
men bilden Anaerobier die Normalflora der Haut, des Mund-Nasen-Rachen-
Raums, des kompletten Gastrointestinaltrakts und der Vagina (54). Dabei sind

sie den aeroben Bakterien zahlenmaf3ig um ein Vielfaches Uberlegen (129).

Bei Schéadigung von Haut oder Schleimhaut kénnen die Keime ins Gewebe ein-
dringen und dort als opportunistische Krankheitserreger Infektionen hervorru-
fen. In der Mehrzahl der Falle handelt es sich um endogene Infektionen (40).
Pradisponierende Faktoren sind tiefe Wunden, Bissverletzungen, eingedrunge-
ne Fremdkdrper, Zustand nach Operationen, Nekrosen, Beeintrachtigung des
Immunsystems durch bereits bestehende Infektionen, Tumorerkrankungen oder
andere konsumierende Erkrankungen, Diabetes, immunsupprimierende Medi-
kation, Antibiotikaeinnahme und Erkrankungen, bei denen die Durchblutung
gestort und dadurch die Sauerstoffkonzentration im Gewebe erniedrigt ist (11,
40, 129). Infektionen mit Anaerobiern sind vorwiegend Mischinfektionen mit Be-

teiligung aerober Bakterien (69). Es wird angenommen, dass letztgenannte den
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vorhandenen Sauerstoff verbrauchen und so die Lebensbedingungen fur Anae-
robier verbessern. Die Symptome einer Infektion mit anaeroben Bakterien sind
in erster Linie von der Lokalisation abhangig. Es handelt sich vor allem um abs-
zedierende Entziindungen mit ausgedehnter Gewebszerstérung, eventuell auch
Fieber. In Uber der Halfte der Appendizitiden sowie Lungen- und Leberabszes-
se sind Anaerobier am Infektionsgeschehen beteiligt, bei Hirnabsezessen, den-
togenen Infektionen und Aspirationspneumonien kdnnen sie sogar in >90% der
Falle nachgewiesen werden (39, 129). Wie bereits erwahnt, besiedeln Anaero-
bier bei CF-Patienten auch die beim Gesunden in der Regel keimfreien Nasen-
nebenhdhlen sowie die tiefen Atemwege und I6sen dort Infektionen aus (135).
Klinisch auRern sich diese mit thorakalen Schmerzen, produktivem Husten,
Dyspnoe, Fieber und Gewichtsverlust. Da viele durch Anaerobier bedingte In-
fektionen aul3erordentlich schwer verlaufen, kommt der mdglichst schnellen
Diagnosestellung und Therapie besondere Bedeutung zu. Problematisch ist
dabei das im Vergleich mit Aerobiern langsame und teilweise sparliche Wachs-
tum der Anaerobier. Mit Bebrutungszeiten von 48 bis 72 h in anaerobem Milieu
bendtigen sie mehr als doppelt so lange wie aerobe Bakterien, um zu wachsen.
Die Therapie umfasst chirurgische und antimikrobielle Mal3hahmen sowie bei-
des in Kombination. Chirurgisch kommen Abszessdrainage und Debridement
von Nekrosen in Betracht. Fur die Antibiotikatherapie steht eine Reihe von Sub-
stanzen zur Verflgung. Einschrankungen bestehen in der natirlichen Amino-
glykosidresistenz der Anaerobier sowie zunehmenden Resistenzen durch -
Laktamasebildung (43).

1.3.2. Das obligat anaerobe Bakterium Prevotella intermedia

Prevotella intermedia ist ein obligat anaerobes, nicht sporenbildendes, gramne-
gatives Stabchen, das zur Familie der Bacteroidaceae gehort (69). Phénoty-
pisch fallt es, genau wie die Spezies Prevotella melaninogenica und Prevotella
nigrescens, durch ein braunschwarzes Hamatinpigment auf (69). Neben der

Pigmentbildung gibt es zahlreiche Ubereinstimmungen zwischen P. intermedia
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und P. nigrescens. Beispielsweise reagieren sie bei bestimmten enzymatischen
Tests ahnlich oder bilden dieselben Stoffwechselprodukte. Dadurch kann man
sie mithilfe kommerzieller Anaerobier-Testsysteme wie zum Beispiel ,API Rapid
32 A" nicht unterscheiden. Diese Gemeinsamkeiten erklaren, warum beide
Spezies lange gemeinsam als Bacteroides intermedius bezeichnet wurden. Erst
1992 grenzten Shah et al. sie als P. intermedia und P. nigrescens voneinander
ab (134). Frandsen et al. bestatigten 1995 P. intermedia und P. nigrescens auf-
grund von DNA-Analysen als eigenstandige Spezies (44). Gemeinsam mit den
anderen Vertretern der Gruppe der pigmentierten gramnegativen Anaerobier
gehort P. intermedia zur normalen Flora von Schleimhauten. Meist wird das
Bakterium aus der Mundhdhle isoliert, wo sich die durch P. intermedia hervor-
gerufenen Infektionen hauptsachlich abspielen. (89). Infektionen entstehen
meist endogen nach Schadigung der Schleimhaut. Die Keime dringen ins Ge-
webe ein und rufen dort Infektionen hervor. Meist handelt es sich dabei um
Mischinfektionen mit Beteiligung aerober Bakterien (69). Finegold et al. konnten
zeigen, dass der Infektionsverlauf sowohl durch Anzahl als auch Virulenzfakto-
ren der eingedrungenen Bakterien sowie durch Synergismen mit anderen Mik-
roorganismen beeinflusst wird (41). Bei den bis jetzt fur P. intermedia identifi-
zierten Virulenzfaktoren handelt es sich unter anderem um die Fahigkeit zur
Hamagglutination, Hamolyse sowie zur Bindung von Hamoglobin (7, 8, 80,
100). Es wird vermutet, dass das Bakterium seinen Eisenbedarf Gber diese Me-
chanismen deckt. Weitere Virulenzfaktoren von P. intermedia stellen die Adhe-
sine dar, die an unterschiedliche Komponenten der Zellen binden (53, 67). Sie
ermdglichen dem Bakterium, trotz zahlreicher Abwehrmechanismen des Kor-
pers wie dem Speichelfluss, Scherkraften durch die Zungenbewegungen und
Desquamation der Mundschleimhaut, in der Mundhdhle zu persistieren (50).
Shibata et al. konnten auRerdem nachweisen, dass P. intermedia eine elastoly-
tische Serinprotease produziert, die moglicherweise fur die Gewebszerstérung
im Rahmen einer Periodontitis verantwortlich ist (138). Der Nachweis dieser
Serinprotease konnte jedoch bei eigenen Untersuchungen im Institut fur Medi-
zinische Mikrobiologie und Hygiene Tubingen nicht bestatigt werden. Periodon-

titiden kdbnnen aul3erdem von einer Vielzahl von Bakterien hervorgerufen wer-
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den, sodass die Gewebszerstorung vermutlich nicht ausschlie3lich auf die Pro-
teaseaktivitat von P. intermedia zurickzufuhren ist (45). Zusatzlich ware ein
gro3eres als das in der durchgeflihrten Studie untersuchte Patientenkollektiv
notwendig, um verlassliche Aussagen treffen zu kdnnen. Yanagisawa et al. be-
obachteten bei einem grofReren Kollektiv ebenfalls Serinproteaseaktivitat bei
verschiedenen Prevotella Spezies (168). Allerdings ist die Studienlage zu die-

sem Thema nicht besonders ergiebig.

P. intermedia bildet zusatzlich Strategien zur optimalen Anpassung an die Um-
welt aus. Santos et al. beobachteten, dass das Bakterium unter oxidativem
Stress eine gewisse Toleranz gegeniber Sauerstoff entwickelt (128). Die adap-
tierten Stamme waren morphologisch verandert und konnten in sauerstoffhalti-
ger Umgebung bis zu 96 h Uberleben. Zusatzlich wiesen die sauerstofftoleran-
ten Stdmme im gnotobiotischen Mausmodell eine deutlich héhere Virulenz auf
als die Wildtypstamme (128). Die Infektionen, an denen P. intermedia beteiligt
ist, sind vor allem in Mundhéhle, Kopf-Hals-Bereich, Gastrointestinaltrakt sowie
Lunge und Pleura lokalisiert. Das Spektrum ist breit und reicht von oralen Infek-
tionen uUber Aspirationspneumonien, Pleuraempyeme, Abszesse im HNO-
Bereich, Lungenabszesse sowie intrakranielle Abszesse, nekrotisierende Fas-
ziitiden, Peritonitiden, Endokarditiden bis hin zu Bakteriamien (41, 69). Trotz der
Beteiligung des Bakteriums an Infektionen in den unterschiedlichsten Bereichen
des Korpers beschrankt sich der Grofdteil der Klinischen P. intermedia-
Forschung auf periodontale und dentale Infektionen. In einigen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass P. intermedia und P. nigrescens ursachlich mit
Periodontitiden assoziiert sind. Gemeinsam mit Eikenella corrodens stellen sie
die dafir hauptséchlich verantwortlichen Mikroorganismen dar (49, 56, 84, 87,
88). Ferner konnte ein Zusammenhang mit endodontischen Infektionen, wie
zum Beispiel Wurzelkanalinfektionen, gezeigt werden (4). Es wird aul3erdem
vermutet, dass Patienten mit oralen P. intermedia-Infektionen ein héheres Risi-
ko fur systemische Infektionen mit dem Bakterium aufweisen (169). Haraszthy
et al. konnten P. intermedia und weitere Periodontitis-assoziierte Bakterien

auch in atherosklerotischen Plaques nachweisen (58). Es wird angenommen,
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dass die Bakterien im Rahmen der chronischen Infektionen in die Blutbahn
Ubertreten und dort zur Bildung und Zunahme von atheromatdsen Plaques fuh-
ren (58). Als obligater Anaerobier ist P. intermedia resistent gegen Aminoglyko-
sidantibiotika. Zuséatzlich wurden bei einigen Stammen R-Laktamase-bedingte
Resistenzen nachgewiesen (9, 11, 89). Dadurch lasst sich die zunehmende
Resistenzbildung gegen Penicilline erklaren. Aul3erdem steigt die Zahl der Re-
sistenzen gegen Tetrazykline, wobei regionale Unterschiede zu bestehen
scheinen (161, 162).

1.4. Nachweis von P. intermedia

Um eine Infektion adaquat therapieren zu kdnnen, mussen die auslésenden
oder daran beteiligten Bakterien nachgewiesen werden. Fir den Nachweis von
P. intermedia stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Zum einen be-
steht die Mdglichkeit des Nachweises mit einem Detektionsssystem fur Anaero-
bier, das sich das typische Verhalten der einzelnen Bakterienspezies bei einer
Kombination bestimmter Enzymreaktionen zu Nutze macht. Des Weiteren kann
man eine Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit spezifischen Sonden
durchfuihren und die Bakterien so unter dem Mikroskop detektieren. Der Nach-
weis ist mit unterschiedlichen Arten von Sonden mdglich, es stehen DNA-, 16S-
RNA- und PNA-Sonden zur Verfigung. Eine zusatzliche Mdglichkeit stellt die
Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion/lonization Time-of-flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF-MS) dar, wobei
die Bakterienspezies Uber ihr charakteristisches Masse-Ladungs-Verhaltnis in
Massenanalysen ermittelt werden. Dariiber hinaus gibt es die Moéglichkeit des
Nachweises durch Sequenzierung und unterschiedliche PCR-Varianten. Der
Nachweis von P. intermedia in dieser Arbeit erfolgte mittels kulturellem Anaero-
bier-Nachweissystem, FISH mit einer PNA-Sonde und MALDI-TOF-MS.
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1.4.1. Anaerobier-Testsysteme

Anaerobier-Testsysteme stellen eine Mdglichkeit des Nachweises von P. inter-
media dar. Sie basieren auf verschiedenen enzymatischen Tests, deren Ergeb-
nisse fir jedes daflr zugelassene Bakterium ein typisches Reaktionsprofil er-
geben. Es ist mdglich, die einzelnen Enzymreaktionen ohne vorgefertigtes
Testkit durchzufiihren, allerdings ist dies in der Praxis sehr aufwandig und zeit-
intensiv. Daher gibt es kommerzielle Testsysteme, bei denen sich die Substrate
fur die verschiedenen Reaktionen in getrocknetem Zustand in N&pfchen einer
Kunststoffplatte befinden. Diese Testsysteme kommen in der Routinediagnostik

von Anaerobiern zur Anwendung (129).

In der vorliegenden Arbeit wurde ,Rapid ID 32 A* verwendet, ein standardisier-
tes, miniaturisiertes ldentifizierungssystem, das speziell auf Anaerobier zuge-
schnitten ist. Mithilfe von 29 Enzymreaktionen kann das betreffende Bakterium
innerhalb von 4 h identifiziert werden. Die Ergebnisse der einzelnen Reaktionen
werden anhand von Farbumschlagen der verschiedenen Né&pfchen visuell ab-
gelesen und mithilfe von Zahlen ausgedriickt. Diese ergeben einen fir jedes
Bakterium charakteristischen Zahlencode, Uber den das Bakterium mithilfe des
Computerprogramms ,Apiweb* identifiziert werden kann. Teilweise sind bei un-
eindeutigen Ergebnissen zusatzliche Tests wie etwa der Katalase- oder Oxi-
dase-Test sowie eine Gram-Farbung nach dem Ablesen der Ergebnisse not-
wendig, um das betreffende Bakterium identifizieren zu kdnnen. Allerdings sind
die Farbumschlage auch bei korrekt durchgefihrter Bestiickung der Kunststoff-
platte des Testsystems nicht immer eindeutig, wodurch es bei der visuellen
Auswertung ohne Computerprogramm zu Fehlinterpretationen und damit mog-
licherweise falscher Identifikation kommen kann. Vorteile der heute erhaltlichen,
kommerziellen ldentifizierungssysteme sind eine einfache Handhabung sowie
die relativ schnelle Durchfihrung. Friher verwendete API-Systeme, bei denen
die Identifizierung der Bakterien Uber biochemische Reaktionen erfolgte, muss-
ten bei der Testung von Anaerobiern 48 h inkubiert werden, da die Reaktionen

nur wahrend des Bakterienwachstums ablaufen. Diese Inkubationszeit entfallt
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bei enzymatischen Tests, da sie weder Wachstum noch Vermehrung der zu
testenden Bakterien erfordern. Die Zeit, in der die enzymatischen Reaktionen
ablaufen, betragt nur 4 h. Dadurch ergibt sich eine enorme Zeitersparnis. Aller-
dings mussen fur die Identifizierung mittels Anaerobier-Testsystem Reinkulturen
der zu Uberprifenden Bakterien verwendet werden. Es ist also nicht moglich,
von Patienten entnommenes Probenmaterial, wie beispielsweise Sputum oder
Wundabstriche, direkt mit diesen Systemen zu untersuchen. Das stellt einen
entscheidenden Nachteil der Methode dar. Eine Isolierung der zu untersuchen-
den Bakterien aus dem Patientenmaterial ist also notwendig. Dadurch erhalt
man das Ergebnis des Test friihestens nach 48 h Kultivierung der Bakterien
und zusatzlichen 4 h Inkubationszeit des ldentifizierungssystems. Aul3erdem
kénnen mit Hilfe des Testsystems ,Rapid ID 32 A“ nur Spezies, die in der Da-
tenbasis des Herstellers angegeben sind, ermittelt werden. Das schrankt die
Methode weiter ein. Laut Angabe des Herstellers wurden 3013 zu den Spezies
der Datenbasis gehorige Stamme mit ,Rapid ID 32 A* getestet. Dabei wurden
93,96% der Stamme mit oder ohne Zusatztests korrekt ermittelt, 4,22% der
Stdmme nicht und 1,83% falsch identifiziert. Mehreren Studien zur Evaluation
des Testsystems kamen zu vergleichbaren Ergebnissen. Teilweise konnten die
Bakterien jedoch nur bis auf Genus- und nicht bis auf Speziesebene ermittelt
werden (3, 33, 73, 83). Ein weiteres Manko, das besonders bei der Verwendung
des Testsystems in dieser Arbeit zum Tragen kam, ist das Unvermdgen von
,Rapid ID 32 A“, zwischen P. intermedia und P. nigrescens zu unterscheiden.
Die Datenbasis des Herstellers beinhaltet nur P. intermedia, nicht aber
P. nigrescens. In verschiedenen Studien wurde mittels ,Rapid ID 32 A* zwar
eine Eingrenzung der zu testenden Bakterien auf P. intermedia und P. nig-
rescens vorgenommen, die endgultige Differenzierung zwischen den beiden
Spezies erfolgte jedoch durch andere Methoden wie FISH mit spezifischen
Sonden oder PCR (2, 19, 55, 139).
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1.4.2. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Eine weitere Dektektionsmdglichkeit fir Bakterien mit sequenziertem Genom,
und damit auch fur P. intermedia (102), ist der Nachweis mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung durch spezifische Sonden. Dabei handelt es sich um meist
15-30 Basenpaare lange Oligonukleotide aus DNA, 16S rRNA oder neuerdings
auch PNA, die an bestimmte Abschnitte der DNA oder RNA von Bakterien bin-
den. Um diese dann sichtbar zu machen, sind die Sonden in der Regel am 5’-
Ende mit Fluorochromen wie Fluorescein, Rhodamin oder Texas Red gekop-
pelt, welche unter dem Fluoreszenzmikroskop zum Leuchten angeregt werden
(106, 130). Die Bakterien werden somit mikroskopisch tber ein Lichtsignal de-
tektiert, dessen Farbe vom an die Sonde gekoppelten Farbstoff abhéangig ist.
Die Fluoreszenz lasst allerdings bei Warme- und Lichtexposition rasch nach,
weshalb sowohl Sonden als auch Préparate lichtgeschuitzt im Kihlschrank auf-

bewahrt werden sollten.

PNA-, DNA- und RNA-Molekiile besitzen groRe Ahnlichkeit, unterscheiden sich
jedoch in einigen wesentlichen Punkten. Wéahrend DNA und RNA durch ein ne-
gativ geladenes Zucker-Phosphat-Ruckgrat mit Phophodiesterbindungen stabi-
lisiert werden, besitzt PNA ein Pseudopeptid aus repetitiven durch Amidbindun-
gen miteinander verbundenen N-(2-Aminoethyl)-Glycin-Einheiten als Rickgrat.
Dieses ist ungeladen, achiral und azyklisch (97, 98, 99). Im Gegensatz zur DNA
enthdlt PNA aufRerdem weder Phosphatgruppen noch Zucker (97). Entspre-
chend der Struktur der DNA sind auch bei der PNA die verschiedenen Nuklein-
basen Uber Methyl-Carbonyl-Bindungen am Rickgrat befestigt. Es handelt sich
also bei PNA um ein DNA-Analogon, das synthetisch hergestellt werden kann
(106). Teilweise wird die Grundstruktur der PNA modifiziert, um die Wasserlos-

lichkeit zu erhéhen oder die Aufnahme in die Zelle zu verbessern (106).
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Abb. 3: Chemische Struktur von DNA und PNA. ,B kann durch eine der Nukle-
otidbasen Adenosin, Cytosin, Guanin oder Thymin ersetzt werden (aus: Stender
et al. Fluorescence in situ hybridization assay using peptide acid probes for dif-
ferentiation between tuberculous and nontuberculous mycobacterium species in
smears of mycobacterium cultures (148).

Trotz dieser wesentlichen strukturellen Unterschiede ahnelt das Verhalten von
PNA-Oligomeren stark dem von DNA. Durch die Uber Methyl-Carbonyl-
Bindungen am Ruckgrat befestigten Nukleinbasen kénnen PNA-Oligomere
nach den Watson-Crick-Regeln tber Wasserstoffbriicken an komplementare
DNA- oder RNA-Sequenzen binden (97, 99, 113, 148). Im Gegensatz zu DNA
ist dies bei PNA sowohl parallel als auch bevorzugt antiparallel moglich (97,
113, 148). Die Bindungen sind starker als die von DNA-Oligomeren an kom-
plementare DNA- oder RNA-Sequenzen, da durch das ungeladene Rickgrat
der PNA keine elektrostatische Abstol3ung stattfindet (34, 106). Daraus ergibt
sich zusatzlich eine gréRere Bindungsstabilitat, die auch bei hoheren Tempera-
turen und niedrigen NaCl-Konzentrationen erhalten bleibt (34, 62, 98). Weitere
Vorteile stellen sowohl die héhere Affinitdt als auch Spezifitdit der PNA-
Oligomere zu den entsprechenden DNA- bzw. RNA-Sticken im Vergleich zu
DNA- oder RNA-Oligomeren dar, was vor allem durch das neutrale Polyamid-
Ruckgrat bedingt ist (62, 97, 106). Durch die hohe Spezifitdt der PNA ist es
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moglich, verglichen mit DNA kirzere Oligomere zu verwenden. So werden ho-
here Diffusionsraten und ein schnellerer Hybridisierungsvorgang erreicht (106).
Auch bei der Durchfuhrung der FISH sind die Vorziige der PNA-Sonden offen-
kundig: Durch die gunstigen Eigenschaften sind die Hybrididisierungzeiten im
Vergleich zur Verwendung von DNA- und RNA-Sonden verkirzt, teilweise bis
um das Zehnfache (99). Aul3erdem wurde beobachtet, dass PNA-Sonden in der
Fluoreszenzmikroskopie starkere Signale zeigen als die entsprechenden Oligo-
nukleotide (97) und ein niedriges Hintergrundsignal aufweisen (164), was ver-
mutlich durch die hohe Bindungsspezifitat bedingt ist (106). Ein weiterer Vorteil
gegenuber DNA- oder RNA-Sonden ist, dass PNA bedingt durch das unnaturli-
che Ruckgrat weder durch Proteasen noch durch Nukleasen abgebaut wird (28,
117). Das unnaturliche Ruckgrat der PNA ist allerdings nicht nur von Vorteil, da
PNA-Oligomere dadurch nicht von Polymerasen erkannt und deshalb nicht als
Primer verwendet werden konnen (106). Da PNA im Vergleich zu DNA relativ
hydrophob ist, scheint sie leichter durch die Bakterienzellwand zu dringen (147).
Im Gegensatz zum bereits beschriebenen Nachweis von P. intermedia durch
Anaerobieridentifizierungssysteme konnen Bakterien und andere Mikroorga-
nismen uber FISH mit PNA-Sonden direkt im Patientenmaterial detektiert und
lokalisiert werden (72, 101, 119). Da die Kultivierung der Bakterien, die fur an-
aerobe Bakterien wie P. intermedia 48 h dauert, entfallt, sind die Ergebnisse um
einiges schneller verfugbar als bei den Anaerobiersystemen. Die Kosten fir die
PNA-Sonden sind zwar verhaltnismaRig hoch, allerdings werden nur kleine
Mengen bendtigt. Zusétzlich sind die Sonden, wie alle fur die PNA-FISH beno-

tigten Chemikalien, besonders stabil und dadurch sehr lange haltbar.

1.4.3. MALDI-TOF-MS

Eine weitere, relativ neue Methode zur Bestimmung und Unterscheidung von
Bakterien stellt MALDI-TOF-MS dar. Dabei werden die Masse-Ladungs-
Verhaltnisse (m/z) von Proteinen der einzelnen Bakterienspezies bestimmt. Fur

jedes Bakterium ergibt sich ein Spektrum mit charakteristischen Peaks, anhand
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dessen man es durch Abgleich mit Referenz-Superspektren identifizieren kann
(29, 38, 59, 158). Die Superspektren sind eine Uberlagerung der Messergeb-
nisse aller untersuchten Stamme derselben Spezies. Je héher die Zahl der da-
rin enthaltenen Einzelspektren ist, desto genauer und zuverlassiger ist die lden-
tifikation unbekannter Stamme. Soll zum Beispiel tUberpriuft werden, ob es sich
bei pigmentierten Kolonien tatsachlich um P. intermedia handelt, kann eine
MALDI-TOF-MS-Messung durchgefuhrt und das Ergebnis mit einem vorhande-
nen Superspektrum von P. intermedia-Referenzstammen aus der Datenbasis

abgeglichen werden.

Das grundlegende Prinzip von MALDI-TOF-MS ist die Detektion von lonen, die
zuvor durch Laserbeschuss des zu untersuchenden Materials erzeugt wurden.
Neben Infrarotlasern werden dafur hauptsachlich UV-Laser mit Wellenl&angen
von 266 oder 337 nm verwendet, die Energien von 1 x 10’ bis 5 x 10" W/cm?
erzeugen (66, 158). Diese sorgen fiur eine Aufspaltung und lonisation des vorab
mit einer organischen Matrix cokristallisierten Materials (66, 158). Als Matrices
werden meist Zimtsaurederivate wie a-Cyano-Hydroxy-Zimtsaure oder Benzoe-
saurederivate wie Diaminobenzoeséaure verwendet (5, 6). Die Matrix wird zu-
sammen mit dem zu testenden Material auf eine Tragerplatte aus Stahl aufge-
bracht und dort auskristallisiert (158). Im elektrischen Feld werden die lonen in
Richtung eines Detektors beschleunigt, welchen sie entsprechend ihrer Masse
innerhalb unterschiedlicher Zeiten erreichen (Abb. 4). Dadurch kann man sie

anhand ihres Masse-Ladungs-Verhaltnisses unterscheiden (42, 66).
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Abb. 4: Schematischer Aufbau und Funktionsweise eines MALDI-TOF-
Massenspektrometers. Das auf dem metallischen Trager mit der Matrix cokris-
tallisierte Probenmaterial wird durch einen UV-Laser beschossen. Dadurch
werden lonen unterschiedlicher Masse (gelbe, orange und rote Kugeln) erzeugt.
Sie werden durch ein Gitter in Richtung Detektor beschleunigt (Pfeile) und er-
reichen diesen entsprechend ihrer Masse unterschiedlich schnell. Die lonen
werden beim Auftreffen auf den Detektor in elektrische Signale umgewandelt,
aus welchen dann die charakteristischen Massenspektren erstellt werden.

Bei der Identifikation von Bakterien mittels MALDI-TOF-MS mussen Reinkultu-
ren verwendet werden. Die direkte Analyse aus Patientenmaterial ist nicht mog-
lich, da die zusatzlich darin enthaltenen Zellen die Messung beeinflussen und
der zuverlassige Abgleich mit einem Massenspektrum dann nicht mehr méglich
ist. Ansonsten ist MALDI-TOF-MS, wenn Massenspektren einer moglichst gro-
Ben Datenbasis vorliegen, verglichen mit anderen Methoden sehr genau,
schnell und kosteneffektiv (27, 59, 96, 133). Die Ergebnisse sind reproduzier-
bar, wenn beim Herstellen der Praparate nach einem standardisierten Schema
vorgegangen wird. Auch die Identifikation phanotypisch sehr &hnlicher Spezies,
die durch biochemische und enzymatische Tests wie zum Beispiel Anaerobier-

systeme nicht unterschieden werden kénnen, ist zuverlassig moglich (96, 150).
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1.5. Ziele

Wie bereits erwéahnt, stellen pulmonale Infektionen und damit verbundene
Komplikationen die fir den Groldteil der CF-Patienten lebensbegrenzenden
Faktoren dar. Daher kommt der Erforschung der pathophysiologischen Vorgéan-
ge und Infektionen der CF-Lunge besondere Bedeutung zu. Lange lag das
Hauptaugenmerk dabei in erster Linie auf Infektionen, die durch S. aureus und
P. aeruginosa hervorgerufen werden. Seit bekannt ist, dass im Sputum von CF-
Patienten anaerobe Verhdltnisse herrschen und Anaerobier im Allgemeinen,
sowie P. intermedia im Speziellen in hohen Zahlen darin vorkommen, sind auch
sie Gegenstand intensiver Forschung geworden. In der vorliegenden Arbeit

wurden folgende Hauptziele formuliert:

1. Etablieren einer neuen Methode zum Nachweis von P. intermedia in Sputum

von CF-Patienten.

Die bisher zum Nachweis angewandten Methoden sind mit einer Reihe von
Einschrdnkungen verbunden. Da Reinkulturen der Bakterien bendtigt werden,
ist ein direkter Nachweis in Patientenmaterial nicht mdoglich. Hinzu kommt die
zeitaufwandige Kultivierung der Bakterien. Aul3erdem ist ein spezifischer Nach-
weis nicht durch alle Methoden mdglich. Eine Methode mit genau diesen Vortei-
len gegenuber den bisher verwendeten wirde den Nachweis des Bakteriums
deutlich erleichtern.

2. Nachweis von Antikdrpern gegen P. intermedia im Serum von CF-Patienten.

Bei Patienten mit Periodontitden, Abszessen oder Bronchitiden mit P. interme-
dia-Beteiligung konnten im Blut erhthte AntikOrpertiter gegen das Bakterium
nachgewiesen werden. Ob dies auch fur CF-Patienten gilt, in deren Sputum-
probe P. intermedia gefunden wurde, sollte in der vorliegenden Arbeit Uberpruft
werden. Antikérper kénnten im Rahmen einer Immunkomplexbildung Einfluss

auf die Pathogenese der Erkrankung nehmen.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate und Materialien

Anaerobier-Topf Anaerocult® 2,5 | (Merck KGaA, Darmstadt)

Autoklav (KSG Sterilisatoren, Olching)

Bunsenbrenner Fireboy S1000 (TecNoMara, Wallisellen, Schweiz)

Deckglaser 24 x 60 mm, Glasdicke 0,13 - 0,16 mm (R. Langenbrinck, Em-
mendingen)

Drigalski-Spatel aus Glas (NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg)

E-Tests Piperacillin/Tazobactam, Ampicillin, Clindamycin, Ceftazidim, Merope-
nem und Metronidazol (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)
Einkanal-Pipetten Reference, 0,5-10 pl, 10-100pl und 200-1000 ul (Eppendorf
AG, Hamburg)

ELISA-Inkubator EB115 (Jouan GmbH, Unterhaching)

ELISA-Platten Cellstar, 96 Well (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
ELISA-Reader (SLT-Labinstruments, Crailsheim)

ELISA-Software (Tecan, Grodig, Osterreich)

ELISA-Wascher M8/4R Columbus plus (Tecan, Grodig, Osterreich)
Eppendorf-Cups, 1,5 ml und 2 ml Volumen (Eppendorf AG, Hamburg)
Falcon-Tubes, 50 ml Volumen, konisch, mit Schraubverschluss (Beckton Di-
ckinson Labware, Le Pont de Claix, Frankreich)

Filter Millex GS 22 um (Millipore, Bedford, MA, USA)

French Press (Heinemann, Schwabisch Gmind)

Gelfiltrationssaule Sephacryl S-300 High Resolution (GE Healthcare, Freiburg)
Glasflaschen, verschiedene Volumina (Schott Duran, Mainz)

Handschuhe Dermaclean (Ansell Ltd., Tamworth, England)

Heiz- und Ruhrplatte Ikamag RCT (Ika Labortechnik, Staufen im Breisgau)
Inkubator Memmert 700 (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach)

Kryoréhrchen Cellstar, 2 ml Volumen (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Kuhlschrank Kirsch (Bosch, Jungingen)

Kuhltruhe (Bosch, Jungingen)
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Kihltruhe Heraeus (Thermo Fisher Scientific Thermo Elektron LED GmbH, Os-
terode)

Kivetten 1,5 ml Volumen (Sarstedt AG & Co., Numbrecht)

Labortticher Kimtech, fusselfrei (Kimberly-Clark, Survey, England)

MALDI-TOF Datenbasis SARAMIS (AnagnosTec GmbH, Potsdam)
Massenspektrometer AXIMA@SARAMIS (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg)
Mehrkanalpipette Research, 8 Kanéle, 30-300 ul (Eppendorf AG, Hamburg)
Metallésen (Roland Vetter Laborbedarf, Ammerbuch)

Metalltrager FlexiMass (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg)

Mikroskop Axioplan (Zeiss, Oberkochen)

Mikroskop-Kamera AxioCam (Zeiss, Oberkochen)

Mikroskop-Software Axiovision Rel. 4.6 (Zeiss, Oberkochen)

Monovetten, 9 ml Volumen (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht)

Objekttrager 76x26 mm (R. Langenbrinck, Teningen)

Objekttrager fiur den Immunfluoreszenztest, markiert, 6 Felder (Holzel GmbH,
Dorfen)

Objekttrager fur den Immunfluoreszenztest, markiert, 6 Felder (Medeco, Min-
chen)

pH-Meter 654 (Deutsche Metronm GmbH & Co, Filderstadt)

Photometer Pharmacia Ultrospec Ill (LKB Biochrom Ltd., Cambridge, England)
Pinzette (Oswald Kohl Laborbedarf, Ritterhude)

Pipetten Costar Stripette, 5 ml, 10 ml und 25 ml Volumen (Corning Inc., Corn-
ing, NY, USA)

Pipettenspitzen 100 ul (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

Pipettenspitzen Kristall-E, 0,5 — 10 ul (Ratiolab GmbH, Dreieich)

Pipettenspitzen Ultratip, 250 — 1000 pul (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Pipettierhilfe Pipetboy Plus (TecNoMara AG, Wallisellen, Schweiz)
Reagenzglaser (Schott Duran, Mainz)

Reagenzienmischung Anaerogen™ (Oxoid Ltd., Hampshire, England)
Roéhrchen Cellstar, 15 ml Volumen, konisch, mit Schraubverschluss (Greiner
Bio-One, Frickenhausen)

Spritzen Injekt, 10 ml Volumen (Braun Melsungen AG, Melsungen)
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Sterilbank LaminAir® HBB 2448 (Heraeus Instruments, Osterode)
Teststreifen Anaerotest® (Merck KGaA, Darmstadt)

Thermometer Precision (Amarell GmbH & Co. KG, Kreuzwertheim)
Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz)

Waage PE 628 (Bosch, Jungingen)

Wasserbad 3042 (Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze/H&anigsen)
Wattetupfer, steril verpackt (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)
Wippe (Edmund-Buhler GmbH, Hechingen)

Zentrifuge 3K10 (Sigma, Osterode)

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3 SR+ (Thermo Fisher Scientific Thermo Elektron
LED GmbH, Osterode)

2.2. Reagenzien und Chemikalien

3,3',5’5-Tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MI, USA)
4',6-Diamidino-2-Phenylindol (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim)

Ampuwa (Fresenius Kabi, Bad Homburg)

API Suspension Medium 2 ml (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)
BacUni-TXR PNA Ldsung (AdvanDx, Woburn, MA, USA)

Carbolfuchsin (Merck KGaA, Darmstadt)

Carbolgentianaviolett (Merck KGaA, Darmstadt)

DakoCytomation Stift fir Immunhistochemie (DakoCytomation, Glostrup, Da-
nemark)

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim)

Eindeckmedium Fluorescent Mounting Medium (DakoCytomation, Glostrup,
Danemark)

Ethanol 99% (Merck KGaA, Darmstadt)

FB 5 ml (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)

Gentamicin Sulfat (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Hybridisierungspuffer (AdvanDx, Woburn, MA, USA)

Immersionsdl 100 ml (NeoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg)
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James Reagenz (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)

Lugolsche Lésung (Merck KGaA, Darmstadt)

Methanol 50% (Merck KGaA, Darmstadt)

NIT 1 und 2, je 5 ml (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)

Paraffindl 125 ml (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich)

PBS (Sigma, Deisenhofen)

PBS-Tween 20 (Sigma, Deisenhofen)

PNA-Sonde Prevotella Genus PNA, 10 ml (AdvanDx, Woburn, MA, USA)
Rabbit-Anti-Human-Antikorper konjugiert mit Horseradish-Peroxidase

Rapid ID 32 A Identifizierungssystem fur Anaerobier (Bio Mérieux, Marcy
I'Etoile, Frankreich)

Waschlésung 60x, Tris gepufferte Saline mit Detergens, 50 ml (AdvanDx,
Woburn, MA, USA)

2.3. Medien und Stammldésungen

PBS ohne Azid (Phosphat-buffered Saline, 20-fache Stammidsung):
85,00 g NaCl

14,23 g Na;HPO4 x 12 H,0

1,35 g KH,PO4

1,00 g NaN3

In 500 ml Aqua dest. auflésen, gut mischen und anschlieRend autoklavieren.
Zur Herstellung von 2 | Gebrauchslésung 100 ml der Stammldsung und 1900 ml
Aqua dest. gut mischen, Losung autoklavieren. Die Lésung kann bei Zimmer-

temperatur aufbewahrt werden.

PBS-Tween-20 (0,2%iq):
2 ml Tween-20 zu 1 | der PBS-Gebrauchslosung (einfach) geben, gut mischen

und autoklavieren. Die Losung kann bei Zimmertemperatur gelagert werden.
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PBS-Tween-20 (0,05%iq) mit 1% BSA (Bovines Serum Albumin):
0,5 ml Tween-20 zu 1 | der PBS-Gebrauchslésung (einfach) geben und gut mi-

schen. Dann 10 g BSA darin l6sen, gut mischen und anschlieBend autoklavie-

ren. Die Losung kann bei Zimmertemperatur aufboewahrt werden.

TSB-L6sung (Tryptone Soya Broth):

30 g TSBin 1 | Aqua dest. auflésen, gut mischen und autoklavieren. Die Losung

kann bei Zimmertemperatur gelagert werden.

Anaerobier-Basalmedium:

Das Anaerobier-Basalmedium besteht aus vier verschiedenen Lésungen, die
erst unmittelbar vor Gebrauch gemischt werden. Fir 100 ml Basalmedium wer-
den 97 ml der L6sung 1, 1 ml der Losung 2, 1 ml der Lésung 3 und 1 ml der
Losung 4 gut gemischt.

Losung 1: 5 g Tryptone Soya Broth
5 g Proteose Peptone
2,5 g Hefe Extrakt L21
2,5 g Natrium Chlorid

490 ml destilliertes Wasser

Komponenten gut mischen, pH-Wert auf 7,4 einstellen und Losung autoklavie-

ren. Die LOsung kann bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden.

LOosung 2: 4 g NaHCO3
100 ml destilliertes Wasser (steril filtrieren)

Komponenten gut mischen. Die Losung muss bei 4°C im Kihlschrank aufbe-

wahrt werden.

Losung 3: 0,5 g Cystein Hydrochlorid

10 ml destilliertes Wasser
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Komponenten gut mischen und Losung in 1 ml Aliquots bei -20°C einfrieren.

Lésung 4: 50 mg Haeminchlorid
1,74 g K;HPO4
0,40 g NaOH
99 ml destilliertes Wasser
1 ml Medianon-Stammlésung (100 mg Medianon Vitamin K (Sigma
M5625), 20 ml Ethanol)

Komponenten gut mischen. Die Losung muss bei 4°C im Kuhlschrank gelagert

werden.

Gentamicin Stammldsung (Konzentration 10 mg/ml):

0,1 g Gentamicin in 10 ml Aqua dest. |6sen, aliquotieren und bei -20°C lagern.

Dithiothreitol Stammldsung (DTT, Konzentration 1 mg/ml):

0,1 g DTT in 100 ml Agqua dest. I6sen, aliquotieren und bei -20°C lagern.

DAPI Stammldsung (Konzentration 1 mg/ml)

10 mg DAPI in 10 ml PBS-Tween-20 auflésen und gut mischen. Lésung aliquo-
tieren und bei -20°C lagern.
Fir die DAPI Gebrauchsldsung (Konzentration 2 ug/ml) DAPI-Stammldsung auf

1:500 in PBS-Tween-20 verdiinnen und gut mischen.

Blutagar:
39 g Columbia-Agar (Oxoid, Hampshire, GB) in Aqua bidest. I6sen, autoklavie-

ren und nach Abkuhlen auf 73°C 5% defibriniertes Schafsblut (Acila, Walldorf)

zugeben.

Brain-Heart-Infusion-Agar (BH-Agar):

7,5 g Kalbshirn-Infus
10 g Pepton
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5 g Natriumchlorid

10 g Rinderherz-Infus
2,5 g Dikaliumphosphat
2 g Glucose

15 g Agar

Komponenten in 1 | Aqua bidest. auflésen, gut mischen und auf pH 7,4 einstel-

len.

2.4. Bakterienstamme

Fur die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden verschiedene Bakteri-
enstamme verwendet. Actinomyces odontolyticus (R 2), P. nigrescens (R 138),
P. oralis (AN 1243) und P. oris (AN 1037) wurden freundlicherweise von Frau
Dr. Ulrike Schumacher aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hy-
giene in Tubingen zur Verfigung gestellt. P. aeruginosa (PaOl) und S. aureus
(Sa 113) sind Laborstamme, die in Tubingen isoliert wurden. Die Isolate P. ba-
roniae (651 und 1033), P. bivia (1050 und 1071), P. buccae (578 und 674), P.
denticola (583 und 608), P. disiens (1059 und 1074), P. intermedia (1045), P.
melaninogenica (1029 und 1049), P. multiformis (507 und 524) und P. nig-
rescens (582, 621, 634, 655, 658, 672, 1006, 1024, 1032, 1044, 1048 und
1057) stammen aus der Stammsammlung des Instituts fur medizinische Mikro-
biologie und Hygiene in Tibingen. P. intermedia (ATCC 25611), P. intermedia
(20706), P. nigrescens (13386), P. oralis (20702), P. paludivivens (17968) und
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) wurden von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen.
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2.4.1. Kultivierung der Bakterien

P. aeruginosa konnte als Flissig- oder Plattenkultur angeziichtet werden. Zur
Herstellung einer Flussigkultur wurden entweder eine Kolonie von einer Plat-
tenkultur oder 100 pl einer Flussigkultur bzw. einer eingefrorenen Bakterienkul-
tur in 10 ml TSB eingebracht und unter aeroben Bedingungen 24 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Fir eine Plattenkultur wurde auf Columbia-Blutagar ein
Drei-Osen-Ausstrich mit einer Kolonie von einer Plattenkultur oder 10 pl Flis-
sig- bzw. Gefrierkultur angefertigt und unter aeroben Bedingungen 24 h bei

37°C inkubiert. Die Kultivierung von S. aureus erfolgte nach demselben Prinzip.

Die obligat anaeroben Bakterien wie die Prevotella spp. konnten ebenfalls in
Flussigmedium oder auf Platte kultiviert werden. Fur die Flussigkultur wurden
entweder eine Kolonie von einer Plattenkultur oder 100 pl einer Flussigkultur
bzw. einer eingefrorenen Bakterienkultur in 10 ml Anaerobier-Basalmedium
eingebracht und unter aneroben Bedingungen 48 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Zur Kultivierung auf Platte wurde auf Brain-Heart-Agar ein Drei-Osen-
Ausstrich mit einer Bakterienkolonie von einer Kulturplatte oder 10 pl einer
Flussig- bzw. Gefrierkultur angefertigt und unter aneroben Bedingungen 48 h
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anaerobe Bedingungen wurden durch Anae-
rocult Anaerobier-Topfe mit 2,5 | Volumen geschaffen, die nach Zugabe eines
Anaerogen-Packchens und eines Anaerotest-Indikatorstreifens mit dem pas-
senden Deckel luftdicht verschlossen wurden. Durch das Reagenziengemisch
im Anaerogen-Packchen wurde durch Reduktion des atmospharischen Sauer-
stoffs chemisch ein anaerobes Milieu erzeugt. Dies wurde visuell durch die An-
aerotest-Indikatorstreifen tberprtft. Unter anaeroben Bedingungen schlagt der
blaue Farbstoff Methylenblau, mit dem die Teststreifen beschichtet sind, in das
farblose Leuko-Methylenblau um. Diese Reaktion lauft in Anwesenheit von
Sauerstoff auch umgekehrt ab, sodass man auch nach erfolgtem Farbumschlag
von blau zu weil3 feststellen kann, ob im Anaerobiertopf tatsdchlich anaerobe

Verhéltnisse herrschen.
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2.5. Gefrierkonservierung von P. intermedia

Um Gefrierkulturen von P. intermedia herzustellen, wurde zunachst wie in 2.4.1.
beschrieben eine Flussigkultur hergestellt. Davon wurden je 1 ml Aliquots in 1,5
ml Eppendorf-Cups pipettiert und bei -80°C eingefroren. Bei Bedarf wurde ein
Aliquot aufgetaut, der Inhalt in 10 ml Anaerobier-Basalmedium gegeben bzw.
10 ul auf einer Brain-Heart-Agarplatte ausgestrichen und unter anaeroben Be-
dingungen 48 h bei 37°C inkubiert.

2.6. Studiendesign und Patientenkollektiv

Die durchgefiihrte prospektive monozentrische Screening-Studie sollte zur Auf-
klarung der Beteiligung obligater Anaerobier an der Pathogenese der Lun-
generkrankung bei CF beitragen. Ziel der Studie war es, Antikorpertiter gegen
P. intermedia im Blut von CF-Patienten und gesunden Kontrollpersonen zu be-
stimmen. P. intermedia wurde stellvertretend fur das Kollektiv der obligaten An-
aerobier untersucht, da bekannt ist, dass dieses Bakterium im Sputum von CF-
Patienten vorkommt (121, 156). AuRerdem wurde es im Institut fur Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene Tubingen bereits aus einer Vielzahl von CF-
Sputumproben isoliert (78). Zusatzlich ist das Genom von P. intermedia se-

quenziert (102), was fir weitere Untersuchungen von Vorteil ist.

Die Patienten, die an der Studie teilnahmen, wurden drei Gruppen zugeordnet.
Die Gruppe 1 umfasste 20 CF-Patienten mit chronischer pulmonaler P. aerugi-
nosa-Besiedlung. Hier wurde ein hoher Prozentsatz an P. intermedia-positiven
Sputen erwartet, da zwischen der Infektion mit P. aeruginosa und P. intermedia
ein Zusammenhang bestehen kann (156, 165). Die Probanden der Gruppe 1
waren zwischen 11 und 40 Jahre alt. Fur Gruppe 2 waren 20 CF-Patienten mit
anderweitiger chronischer bakterieller Besiedelung, jedoch ohne P. aeruginosa-
Besiedlung der Lunge vorgesehen. Allerdings gestaltete sich die Rekrutierung

schwierig, sodass diese Gruppe letztendlich nur 13 Patienten umfasste. Diese

44



waren zwischen 9 und 30 Jahre alt. Gruppe 3, die als Kontrollgruppe diente,
wurde von 31 gesunden Personen ohne bakterielle Infektion der Lunge gebil-
det. Sie waren zwischen 6 und 55 Jahre alt. Die Probanden der Gruppen 1 und
2 wurden aus dem Patientenkollektiv der Mukoviszidose-Ambulanz der Kinder-
klinik Tibingen ausgewahlt. Bei den Probanden der Kontrollgruppe handelte es
sich um Mitarbeiter der Kinderklinik Tubingen sowie des Instituts fir Medizini-
sche Mikrobiologie und Hygiene Tubingen. Patienten, die in den vergangenen
vier Wochen vor Studienteilnahme eine intravenés-antibiotische Therapie erhal-
ten hatten, denen im Rahmen einer pulmonalen Exazerbation Blut abgenom-
men wurde sowie Patienten mit akutem Asthmaanfall wurden von der Stu-

dienteilnahme ausgeschlossen.

Nachdem die Probanden bzw. deren Eltern ausfihrlich Gber die Studie infor-
miert und aufgeklart worden waren und der Teilnahme daran schriftlich zuge-
stimmt hatten, wurden die erforderlichen Serum- und Sputumproben geleistet.
Allen Patienten, die an der Studie teilnahmen, wurde venéses Blut entnommen.
Bei Patienten unter 6 Jahren wurden 2 ml, bei Patienten von 6-12 Jahren 3 ml
und bei Patienten Uber 12 Jahren 5 ml venéses Blut abgenommen. Zusatzlich
husteten alle CF-Patienten, die dazu in der Lage waren, eine Sputumprobe ab,
deren Menge mindestens 1 ml betrug. Bei den CF-Patienten der ersten und
zweiten Gruppe, die spontan kein Sputum expektorieren konnten, wurde einma-
lig versucht, das Abhusten des Sputums durch Inhalation von 5,85% Natrium-
chloridldsung zu induzieren. Davor wurde inhalativ ein 3-Sympathomimentikum
verabreicht, um geféhrliche Bronchospasmen zu vermeiden. Bei den Proban-
den der Kontrollgruppe wurde ein solcher Induktionsversuch nicht unternom-

men.

Mit der Probengewinnung wurde am 21.11.2008 begonnen, die letzte Probe
wurde am 06.07.2009 geleistet. Das Patientenblut und -sputum wurde durch die
Arzte der Mukoviszidose-Ambulanz der Kinderklinik Tubingen entweder im
Rahmen einer Routinekontrolle oder bei einem aul3erplanmafigen Termin ent-

nommen. Das Sputum wurde direkt nach dem Abhusten in eine sterile Einmal-
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spritze uberfuhrt. Nach dem Transport ins Labor wurden die Sputum- und Se-
rumproben innerhalb von 2 h weiterverarbeitet, um die Lagerungszeit moglichs-
te kurz zu halten. Besonders im Bezug auf das Sputum war eine schnelle Ver-
arbeitung wichtig, da die anaeroben Bakterien, die darin nachgewiesen werden
sollten, sich fur die Versuche in vitalem Zustand befinden mussten. Das ist auch
der Grund, weshalb die Sputumproben nicht gefrierkonserviert werden konnten.
Die Blutproben wurden 10 min bei 2.000 UpM zentrifugiert. Anschliel3end wurde
der Serumuberstand abpipettiert und in ein steriles Rohrchen tberfiihrt. Dieses
wurde mit Patientendaten und Abnahmedatum versehen und mit einem
Schraubverschluss fest verschlossen. So wurden die Serumproben bei -20 °C

gelagert, bis sie fur die Versuche bendétigt wurden.

2.7. Etablierung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mittels PNA-Sonde

zum Nachweis von P. intermedia

P. intermedia sollte durch FISH mithilfe der synthetisch hergestellten PNA-
Sonde ,Prevotella Genus PNA" nachgewiesen werden. Diese wurde von der
amerikanischen Firma AdvanDx entwickelt. Bevor die Sonde fur die Tests ver-
wendet werden konnte, musste flr die Herstellung der Praparate und den Hyb-

ridisierungsvorgang ein standardisiertes Protokoll erarbeitet werden.

Zunachst wurden, wie in 2.4.1. beschrieben, Flussigkulturen des P. intermedia-
Stammes ATCC 25611 hergestellt. Davon wurden je 10 ul auf ein Objekttrager-
feld eines mit 99% Ethanol gewaschenen markierten Objekttragers gegeben.
Es ist wichtig, markierte Objekttrager fur Immunfluoreszenztests anstelle von
gewohnlichen Objekttragern zu verwenden, da der Nachweis nur mit diesen
gelingt. Auf den markierten Objekttragern befinden sich definierte Felder, auf
die die Proben aufgetragen werden (Abb. 5). Dadurch missen die Proben im
Gegensatz zu herkdbmmlichen Objekttragern nicht mit einem Dako-Pen umran-
det werden. Zum einen haftet die Markierung mit dem Dako-Pen nicht so gut
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wie die der markierten Objekttrager, auf3erdem werden durch sie unspezifische
Fluoreszenz-Signale der PNA-Sonde hervorgerufen.

Abb. 5: Herkommliche Objekttrager (A) und markierte Objekttrager fur die PNA-
FISH (B).

Nach dem Auftragen der Bakterien wurden die Praparate getrocknet und fixiert.
Fur die Fixierung standen zwei Mdglichkeiten zur Verfugung. Erstens die Me-
thanolfixierung, bei der zusatzlich zur Bakteriensuspension 10 pl Methanol auf
jedes Objekttragerfeld gegeben und die Praparate anschlieRend getrocknet
wurden. Zweitens die Hitzefixierung, bei der man die Bakteriensuspension auf
den Objekttragern trocknen liel3, die Praparate dann mit Hilfe einer Pinzette
dreimal kurz durch die Bunsenbrennerflamme zog und anschlieRend abkihlen
lie. In Bezug auf die Qualitat der Praparate und das Fluoreszenzsignal der
PNA-Sonde bestand zwischen beiden Fixierungsmethoden kein Unterschied.
Da die Hitzefixierung einfacher und schneller durchzufihren ist, wurden die
Praparate in den folgenden Versuchen auf diese Weise fixiert. Die fixierten Pra-
parate konnten bis zur Durchfihrung der PNA-FISH lichtgeschiitzt mehrere Ta-
ge bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt werden. AnschlieRend wurden 10 pl
PNA-Sonde auf jedes Objekttragerfeld der fixierten Praparate pipettiert. Beim
Vergleich verschiedener Sondenkonzentrationen zeigte sich, dass das Fluores-
zenzsignal im Fall der mit Hybridisierungspuffer 1:100 und 1:10 verdinnten
Sonde nicht zufriedenstellend stark bis kaum sichtbar war, wéhrend sowohl die
einfach als auch die funffach konzentriert eingesetzte Sonde deutliche Signale
zeigte. Da diese bei beiden Konzentrationen vergleichbar stark waren, wurde
fur die weiteren Versuche die einfach konzentrierte PNA-Sonde verwendet.

Beim Auftragen der Sonde war es besonders wichtig, dass keine Luftblaschen
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entstanden, da manche Bereiche des Préparates sonst nicht ausreichend durch
die Sonde uberdeckt waren. AulRerdem musste die Sonde in lichtgeschutzter
Umgebung aufgetragen werden, da direkter Lichteinfall die Fluoreszenz negativ
beeinflusst. Ausreichender Lichtschutz war auch bei den folgenden Schritten
unbedingt notig. Nach dem Auftragen der PNA-Sonde wurden die Praparate 90
min bei 55°C im Brutschrank inkubiert, um die Strange der Bakterien-DNA zu
trennen und eine Bindung der PNA-Sonde zu ermdglichen. Fur den Hybridisie-
rungsvorgang gab es mehrere Vorgehensweisen, die miteinander verglichen
wurden. Zum einen war es moglich, ein Deckglas auf jeden Objekttrager zu le-
gen und diesen dann in einer lichtundurchlassigen, vorgewarmten Metallbox,
die als Hybridisierungskammer diente, in den Inkubator zu stellen. Die andere
Mdoglichkeit stellte die Hybridisierung in einer feuchten Kammer ohne Deckglas
dar. Dabei wurden keine Deckgléaser aufgelegt, sondern jeder Objekttrager zu-
sammen mit einem in Hybridisierungspuffer getrankten Filterpapierstreifen in
ein Falcon-Tube gegeben. Der Filterpapierstreifen musste sich dabei unter dem
Objekttrager befinden, um den Kontakt zur mit Bakteriensuspension und PNA-
Sonde bestickten Oberflache zu vermeiden. Auch die Falcon-Tubes wurden in
die lichtundurchlassige, vorgewarmte Hybridisierungskammer gegeben und an-
schlieRend im Brutschrank inkubiert. Beide Methoden unterschieden sich in Be-
zug auf das Fluoreszenzsignal und die Qualitat der Praparate nicht, weshalb
daraufhin die materialsparendere Variante mit Deckglas zur Anwendung kam.
Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte ein Waschschritt, um ungebundene
PNA-Sonde von den Objekttragern zu entfernen. Die Praparate wurden aus den
Falcon-Tubes herausgenommen bzw. die Deckglaser mit einer Pinzette vor-
sichtig von den Praparaten entfernt und die Objekttrager in 90 ml Waschlésung
gestellt, die im Wasserbad auf 55°C erhitzt worden war. Diese Losung wurde
aus der oben genannten 60-fach konzentrierten Waschlésung durch eine 1:60
Verdinnung mit Ampuwa hergestellt. Die Praparate wurden 30 min bei 55°C in
der Waschlosung belassen. Nach dem Herausnehmen wurde Uberschissige
Flissigkeit vorsichtig abgesaugt und die Objekttradger getrocknet. Zuletzt wur-
den die Praparate mit je einem Streifen Fluorescent Mounting Medium einge-

deckt. Auch dabei mussten Blaschen unbedingt vermieden werden, da diese
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beim Mikroskopieren storen und Bereiche des Praparats verdecken. Danach
mussten die Praparate 15 min trocknen und wurden anschlie3end bis zur Un-
tersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop in Praparatekasten bei 4°C im
Kihlschrank aufbewahrt. Mikroskopiert wurde frihestens 24 h spater mithilfe
des Mikroskops Zeiss Axioplan. Fur die Dokumentation wurden die Mikroskop-
Kamera AxioCam und die Software Axiovision Rel. 4.6. verwendet.

Um sicherzugehen, dass die PNA-Sonde tatsachlich Bakterien bzw. deren DNA
markiert, wurden die Praparate zusatzlich durch DAPI bzw. die PNA-Sonde
,BacUni“ angefarbt. Auch bei diesen beiden Farbungen musste auf ausreichen-
den Lichtschutz geachtet werden, um die Fluoreszenz zu schonen. Bei Markie-
rung mit ,BacUni“ wurden direkt nach dem Auftragen der PNA-Sonde ,Prevotel-
la Genus PNA® zusatzlich 5 pl ,BacUni“-Losung auf jedes Objekttragerfeld ge-
geben und der Hybridisierungsvorgang dann wie oben beschrieben durchge-
fuhrt. Far die DAPI-Farbung wurden nach dem Waschschritt 20 pl der DAPI-
Stammlosung auf jedes Objekttragerfeld gegeben. Die Praparate wurden wah-
rend der Einwirkzeit von 5 min auf eine Wippe gestellt, um die DAPI-LOsung
gleichmaliig darauf zu verteilen. AnschlieBend wurden die Praparate dreimal
mit Ampuwa abgespilt um Uberschissige DAPI-L6sung zu entfernen und die
Flissigkeit dann vorsichtig abgesaugt. Nachdem die Praparate getrocknet wa-
ren, wurde sie wie bereits oben beschrieben eingedeckt. Beide Farbungen wie-
sen zuverlassig die auf den Praparaten vorhandenen Bakterien nach und konn-
ten daher gleichermal3en zur Kontrolle der PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA®
benutzt werden. Da die DAPI-gefarbten Praparate leichter zu mikroskopieren
waren und die Farbung weniger empfindlich ist als die Farbung mit ,BacUni‘,

wurde fur die Kontrollfarbung der Praparate hauptsachlich DAPI verwendet.

2.7.1. Spezifitatstestung der PNA-Sonde

Um zu Uberpriufen, ob die PNA-Sonde P. intermedia spezifisch nachweist, wur-

den Versuche mit einigen reprasentativen Bakterienstdmmen durchgefuhrt. P.
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aeruginosa (PaO1), S. aureus (Sa 113) und Actinomyces odontolyticus (R 2)
wurden getestet, da sie haufig in den Lungen und Sputen von CF-Patienten
vorkommen (156). S. aureus besitzt zusatzlich durch das Protein A auf seiner
Oberflache eine hohe Affinitat zu jeglicher Art von Sonden. Auch eine Anzahl
verschiedener Prevotella spp. (2 Stamme P. oralis (20702 und AN 1243), P.
oris (AN 1037), P. paludivivens (17968), 2 Isolate P. baroniae (651 und 1033), 2
Isolate P. bivia (1050 und 1071), 2 Isolate P. buccae (578 und 674), 2 Isolate P.
denticola (583 und 608), 2 Isolate P. disiens (1059 und 1074), 2 Isolate P. me-
laninogenica (1029 und 1049), 2 Isolate P. multiformis (507 und 524), und 14
verschiedene Isolate P. nigrescens (582, 621, 634, 655, 658, 672, 1006, 1024,
1032, 1044, 1048, 1057, 13386 und R 138) wurden untersucht, da diese zur
selben Gattung gehdren wie P. intermedia und mdglicherweise durch genomi-
sche Ahnlichkeiten ebenfalls durch die PNA-Sonde nachgewiesen werden. Au-
Berdem wurden drei verschiedene P. intermedia-Stamme (1045, 20706 und
ATCC 25611) getestet, um zu klaren, ob die Sonde unterschiedliche Stamme
derselben Bakterienspezies zuverlassig nachweist. Die Versuche wurden mit
den genannten Bakterienstammen nach allen oben beschriebenen Hybridisie-
rungsmaoglichkeiten je dreimal durchgefihrt.

2.8. Etablierung des Nachweises von P. intermedia in Sputum durch FISH
mittels PNA-Sonde

2.8.1. Aufarbeitung des Sputums

Die gewonnenen Sputumproben wurden teilweise nativ und teilweise vorbe-
handelt weiterverarbeitet. Die Vorbehandlung erfolgte mit Dithiothreitol-Losung
(DTT-L6sung) der Konzentration 1 mg/ml. DTT reduziert die Disulfidbricken der
im Sputum vorhandenen Proteine und macht das teilweise sehr zahe Sputum
dadurch flussiger. Es wurde immer doppelt so viel DTT-L6sung wie Sputum
verwendet, also 2 ml DTT-L6sung zu 1 ml Sputum gegeben. Beide Komponen-

ten wurden gut gemischt und anschlieRend 10 min bei Raumtemperatur inku-
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biert. Auch wahrenddessen wurde mehrmals gemischt, um das zahe Sputum
moglichst gut mit der DTT-LOsung zu vermischen. AnschlieBend wurde das
Sputum-DTT-Gemisch nach dem Prinzip des ,fraktionierten Zentrifugierens®
weiterbehandelt. Zunachst wurde das Gemisch 10 min bei 1.000 UpM zentrifu-
giert. In diesem Schritt sollten Zellen und andere grébere Bestandteile aus dem
Sputum entfernt werden, welche sich durch das Zentrifugieren als Pellet am
Boden des Eppendorf-Cups absetzten. Der Uberstand wurde abgenommen und
in ein neues Eppendorf-Cup uberfihrt, das entstandene Pellet wurde verworfen.
Der gewonnene Uberstand wurde nun weitere 10 min bei 5.000 UpM zentrifu-
giert. Dadurch sollten die im Sputum enthaltenen Bakterien von der Flussigkeit
getrennt werden. Diesmal wurde der Uberstand abgenommen und verworfen,
wahrend das abzentrifugierte Bakterienpellet in 1 ml PBS suspendiert wurde. Je
10 pl dieser Suspension konnten nun zur weiteren Verarbeitung auf die Felder
der mit 99% Ethanol gewaschenen, markierten Objekttrager aufgetragen wer-

den. Die Fixierung wurde wie in 2.7. beschrieben durchgefuhrt.

2.8.2. Nachweis von P. intermedia in mit Bakterien gespicktem Sputum

Um zu zeigen, dass die PNA-Sonde P. intermedia nicht nur in Reinkulturen,
sondern auch direkt in Sputumproben nachweist, wurde zunachst mit P. inter-
media gespicktes Sputum getestet. So wurde sichergestellt, dass das Bakteri-
um auch tatsachlich darin vorhanden war. 2 ml einer P. intermedia-Flussigkultur
der Konzentrationen 108 KBE/ml wurden 5 min bei 5.000 UpM und 8°C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 50 pl PBS aufgelst.
Diese Suspension wurde in 500 pl Sputum eingebracht. Die Hélfte des so ge-
spickten Sputums wurde wie in 2.8.1. beschrieben mit DTT aufgearbeitet, der
Rest unverandert verwendet. Je 10 ul des unbehandelten bzw. mit DTT behan-
delten Sputums wurden auf die Felder der markierten Objekttrager aufgetragen
und hitzefixiert. Die folgenden Schritte wurden wie beim Vorgehen mit Flissig-
kulturen in 2.7. durchgefuhrt. Allerdings ist ausschlief3lich die Hybridisierung im

Falcon-Tube ohne Deckglas mdglich, welche bereits in 2.7. beschrieben wurde
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(Abb. 6). Bei Verwendung von Deckglasern wird die aufgetragene Sputumprobe
nach dem Waschschritt zusammen mit dem Deckglas vom Objekttrager ent-

fernt.
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Abb. 6: Hybridisierung mit der PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA® beim Verwenden von Flussigkulturen (A) und Sputum (B).
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2.9. Isolierung von P. intermedia aus Sputum von CF-Patienten

Da die P. intermedia-Stdmme aus den Sputen der CF-Patienten zuséatzlich zur
PNA-Sonde durch zwei weitere Methoden identifiziert und aul3erdem als Ge-
frierkulturen konserviert werden sollten, mussten Reinkulturen aus den Patien-
tensputen isoliert werden. 100 pl jeder Sputumprobe wurden mit Hilfe eines Dri-
galski-Spatels auf einer BH-Agarplatte ausplattiert und unter anaeroben Ver-
haltnissen 48 h bei 37°C inkubiert. Da P. intermedia-Stamme, wie bereits er-
wahnt, ein dunkelbraunes Pigment bilden, kann man sie mit blolRem Auge von
nicht- oder anderweitig pigmentierten Bakterien unterscheiden (Abb. 7). Aller-
dings ahnelt der Phénotyp von Bakterien wie P. nigrescens oder P. melanino-
genica dem von P. intermedia sehr strak, weshalb das Pigment nur eine grobe
Eingrenzung erlaubt und das Bakterium mit weiteren Methoden abgeklart wer-
den muss. Die dunkelbraun pigmentierten Kolonien im Bakterienrasen wurden
mit einer abgeflammten Metallose aufgepickt, mithilfe eines Drei-Osen-
Ausstrichs auf eine BH-Platte aufgebracht und unter anaeroben Verhaltnissen
48 h bei 37°C inkubiert. Von den gewachsenen Kulturen wurden so lange Drei-
Osen-Ausstriche angefertigt, bis morphologisch Reinkulturen vorlagen. War
dies nicht der Fall, wurden 200 pl Gentamicin-L6sung der Konzentration 10
mg/ml mit einem Drigalski-Spatel auf einer BH-Agarplatte ausplattiert und auf
dieser ein weiterer Drei-Osen-Ausstrich angefertigt. Das Aminoglykosid-
Antibiotikum Genatmicin wirkt vor allem gegen gram-negative Erreger, unter
anderem auch gegen P. aeruginosa. Dieser Keim ist haufig im Patientensputum
vorhanden und wachst dann in den Drei-Osen-Ausstrichen zusammen mit P.
intermedia auf den BH-Platten. Da die Aufnahme von Aminoglykosiden in die
Bakterienzelle sauerstoffabhangig ist, wirkt Gentamicin nicht gegen P. interme-
dia. Das Bakterium wird dadurch herausselektioniert und wachst dann in Rein-
kultur auf der BH-Platte. Die so isolierten Bakterienstdmme wurden erneut mit
der PNA-Sonde und zusatzlich mit den im Folgenden beschriebenen Methoden
getestet. Bei positivem Ergebnis wurde das Isolat wie in 2.5. beschrieben als

Gefrierkultur konserviert.
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Abb. 7: Pigmentierte P. intermedia-Kolonien (Pfeile), sowie nicht-pigmentierte
Bakterien im Drei-Osen-Ausstrich auf einer Brain-Heart-Agarplatte. Zunachst
wurden 100 pl einer CF-Sputumprobe auf einer Brain-Heart-Agarplatte ausplat-
tiert und unter anaeroben Bedingungen 48 h bei 37°C inkubiert. Der abgebildete
Drei-Osen-Ausstrich wurde von einer pigmentierten Kolonie aus dem gewach-
senen Bakterienrasen durchgefihrt.

2.10. Identifizierung von P. intermedia mit Hilfe des Anaerobiertestsys-
tems ,,Rapid ID 32 A“

Zur Kontrolle der Ergebnisse der PNA-FISH wurde die Identifizierung durch das
Anaerobiertestsystem ,Rapid ID 32 A“ angewandt. Mit dem standardisierten,
miniaturisierten Testsystem wurden die aus den Patientensputen isolierten Bak-
terienstamme anhand von 29 Enzymreaktionen identifiziert. Die Ergebnisse der
einzelnen Reaktionen wurden mithilfe von Zahlen ausgedrtickt und ergaben so

einen fur jedes Bakterium charakteristischen numerischen Code.
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Um die Isolate durch ,Rapid ID 32 A identifizieren zu kdnnen, musste es sich
bei den zu testenden Bakterien definitiv um Anaerobier handeln, die in der Da-
tenbasis des Herstellers enthalten sind. Der Test ist nur auf diese zugeschnitten
und kann Uber andere Keime keine zuverlassigen Aussagen treffen. AuRerdem
mussten alle erforderlichen Reagenzien mit Ausnahme des Paraffindls sowie
die Teststreifen im Kuhlschrank aufbewahrt werden. Fir eine Identifizierung
mittels ,Rapid ID 32 A“ wurde das zu testende Bakterium zunachst wie in 2.9.
beschrieben aus den Patientensputen isoliert und wie in 2.4.1. beschrieben auf
BH-Agar kultiviert. Dies war erforderlich, da beim Verwenden von Mischkulturen
ungultige Zahlencodes entstehen und die Bakterienstamme somit nicht korrekt
identifiziert werden. Die Bakterienkulturen wurden direkt nach der Inkubations-
zeit von 48 h getestet, da die an die Enzymreaktionen gekoppelten Farbreaktio-
nen bei Verwendung von jungeren Kolonien deutlicher ausfallen und dadurch
leichter abgelesen werden konnen. Aul3erdem ist es im Gegensatz zu alteren,
trockeneren Kolonien einfacher, daraus eine Suspension herzustellen. Zu-
nachst wurde eine Suspension des zu testenden Isolats hergestellt. Mithilfe ei-
nes sterilen Wattetupfers wurden einzelne Kolonien von der BH-Platte abge-
nommen und in eine Ampulle mit 2 ml APl Suspension Medium eingebracht.
Dies wurde so lange wiederholt, bis der Tribungsgrad der Suspension dem
Tribungsstandard McFarland 4 entsprach. War dies der Fall, wurde die Sus-
pension gut homogenisiert und umgehend weiterverarbeitet. Nachdem man
einen ,Rapid ID 32 A*-Teststreifen getffnet und beschriftet hatte, wurden 55 pl
der hergestellten Bakteriensuspension in jede der 32 Vertiefungen pipettiert.
Die Vertiefung 1.0 (URE-Test) wurde zusatzlich mit zwei Tropfen Paraffinél
Uberschichtet. Anschlieend wurde zum Schutz ein Deckel aufgelegt und der
Teststreifen 4 h bei 37°C in aerober Atmosphéare im Brutschrank inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit mussten in einige der Vertiefungen des Streifens
weitere Reagenzien gegeben werden, bevor das Ergebnis abgelesen werden
konnte. In die Vertiefung 0.0 (NIT-Test) wurde je ein Tropfen NIT 1- und NIT 2-
Reagenz sowie in die Vertiefung 0.1 (IND-Test) ein Tropfen JAMES-Reagenz
eingebracht. In die Vertiefungen 0.2 bis 0.E (PAL- bis SerA-Test) wurde je ein

Tropfen FB-Reagenz gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 5 min bei Raum-
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temperatur konnte der Teststreifen abgelesen werden (Abb. 8). Der Ablesevor-
gang musste innerhalb von weiteren 5 min beendet sein, da sich die Farbreak-
tionen spater noch weiter verandern und das Ablesen des korrekten Zahlen-
codes unmadglich machen. Die Enzymreaktionen wurden schlie3lich anhand der
Ablesetabelle des Herstellers ausgewertet und in das Ergebnisblatt eingetra-
gen.

¢ | ooc vz

| HisA .« GGA . SerA

Abb. 8: ,Rapid ID 32 A“-Teststreifen mit abgelaufenen Enzym- und Farbreakti-
onen nach 4-stindiger aerober Inkubation bei 37°C.

Anschlieend wurde der endgultige Zahlencode berechnet. Dazu wurden die
Ergebnisse der Reaktionen in Dreiergruppen eingeteilt und erhielten je nach
Position des Tests in der Dreiergruppe verschiedene Zahlenwerte. Bei positi-
vem Test erhielt die Reaktion an erster Stelle der Dreiergruppe den Wert 1, die
an zweiter Stelle den Wert 2 und die an dritter den Wert 4. Bei negativem Test
war der Wert unabhéangig von der Position immer 0. Die einzelnen Werte der
Tests innerhalb der Dreiergruppen wurden addiert und ergaben so ein 10-
stelliges Profil. Dieses konnte in das Computerprogramm ,Apiweb“ eingegeben
werden, welches den Zahlencode dem entsprechenden Bakterium zuordnete.
Teilweise ermittelte das Programm mehrere Bakterienspezies. In diesem Fall
wurde auch eine Prozentangabe angegeben, mit welcher Wahrscheinlichkeit es
sich dabei um das richtige Ergebnis handelte. Zusatzlich erhielt man Vorschla-
ge fur weitere Tests, wie Gram-Farbung, Oxidase- und Katalase-Test, um das

vorliegende Bakterium sicher identifizieren zu kénnen.
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2.11. Identifizierung von P. intermedia durch MALDI-TOF-MS

Zusatzlich wurde das Ergebnis der PNA-FISH durch MALDI-TOF-MS Uberprift.
Fur die Messungen wurden wie in 2.4.1. beschrieben Plattenkulturen der P. in-
termedia-Isolate aus den Patientensputen hergestellt. Einzelne Kolonien wur-
den dann mit einer abgeflammten Ose aufgenommen und auf ein Feld eines
FlexiMass-Metalltragers (Abb. 9) aufgebracht. Auf jedes Feld wurde zusatzlich
1 ul a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure als Matrix gegeben. AnschlieBend wurden
Probenmaterial und Matrix mithilfe der Ose auf dem Trager gut vermischt. Um
die Ergebnisse durch Mehrfachbestimmungen abzusichern, wurden anstelle
von einem gleich vier Felder des Tragermaterials mit Proben desselben Bakte-
rienstammes bestlckt. Die aufgetragenen Kolonien wurden dann zusammen
mit der Matrix bei Zimmertemperatur getrocknet, wodurch das Gemisch auskris-
tallisierte. Dieser Vorgang durfte auf keinen Fall durch Erhitzen beschleunigt
werden, da sich dies negativ auf die Qualitat der Praparate auswirkt. Die ge-
trockneten, auskristallisierten Praparate konnten lichtgeschitzt bei Raumtempe-

ratur einige Tage bis zur Messung aufbewahrt werden.

~ .
R

Abb. 9: FlexiMass-Metalltrager fir MALDI-TOF-MS-Messungen. Probenmateri-
al und Matrix werden auf die markierten Felder des Tragermaterials aufgetra-
gen und cokristallisiert (aus: http://www.shimadzu.eu).
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Fur Qualitat und Vergleichbarkeit des Ergebnisses war es wichtig, beim Anferti-
gen der Praparate standardisiert vorzugehen. Entscheidend waren unter ande-
rem die Qualitat des zu testenden Materials, die Auswahl der Matrixsubstanz
und das Verhéltnis von Analyt zu Matrix. Da die Testergebnisse deutlicher aus-
fallen und das Material leichter mit der Matrix homogenisierbar ist, wurden die
Bakterienkulturen direkt nach der Inkubationszeit von 48 h verwendet.

Abb. 10: Massenspektrometer AXIMA Assurance. Der rote Pfeil markiert die
Halterung fir die Metalltrager (aus: http://www.shimadzu.eu).

Fur den Messvorgang wurden die Praparate in die daftr vorgesehene Halte-
rung im Massenspektrometer gestellt (Abb. 10). Die anschlieRende Messung
lief automatisiert ab. Nach mehrmaligem Laserbeschuss des Probenmaterials
auf den Metalltragern erfolgte die Detektion der erzeugten lonen. Daraus ergab
sich ein Massenspektrum mit charakteristischen Peaks (Abb. 11), welches mit-
hilfe der SARAMIS-Software gegen ein Superspektrum abgeglichen wurde.
Dieses Superspektrum war zuvor aus 27 sequenzierten P. intermedia-Stammen
erstellt worden und diente als Referenz fur die Identifizierung der zu testenden
Bakterienstamme. Bei mangelnder Ubereinstimmung mit dem P. intermedia-

Superspektrum wurde der betreffende Stamm mit anderen Referenzspekitren,
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wie z. B. einem P. nigrescens- oder P. melaninogenica-Superspektrum abgegli-
chen. Die MALDI-TOF-Messungen der Isolate aus den Patientensputen sowie
der Abgleich mit den von ihm erstellten Superspektren wurden freundlicher-

weise von Peter Braitmaier durchgefihrt.
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Abb. 11: Beispiel von MALDI-TOF-Spektren 6 verschiedener Bakterienstamme
(aus: Degand et al. Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight
mass spectrometry for identification of nonfermenting gram-negative bacilli iso-
lated from cystic fibrosis patients (27)).

2.12. Bestimmung von IgG-Antikdrpern gegen P. intermedia in CF-Seren
mittels ELISA

2.12.1. Reinigung des P. intermedia-Antigens
Zur Gewinnung von P. intermedia-Antigen fur den ELISA wurden, wie in 2.4.1.

beschrieben, P. intermedia-Plattenkulturen auf BH-Agar hergestellt. Die Kolo-

nien wurden abgeerntet und zum Zellaufschluss in der French Press bearbeitet.
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Die dabei entstandene Suspension wurde 15 min bei 4°C und 1500 g zentrifu-
giert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand 1 h bei 4°C und 40000
UpM erneut zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde abgenom-
men und verworfen, das Pellet in einer Waschlésung (125 mM Tris HCL, 18,8 g
N-Lauroylsarcosinat, pH 7,6) gel6st. Die Suspension wurde anschlie3end 10
min bei 4°C und 5000 UpM zentrifugiert, das Pellet verworfen und der Uber-
stand 1 h bei 22°C und 40000 UpM zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
in Aqua dest. aufgelost und anschlieRend 10 min bei 4°C und 5000 UpM zentri-
fugiert. Mit dem Uberstand wurde eine Gelfiltration durchgefuihrt. Der Uberstand
wurde aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

2.12.2. Etablierung des ELISA zur Bestimmung von IgG-Antikdrpern gegen

P. intermedia

Die eingefrorenen Patientenseren wurden fur den ELISA-Test zunachst aufge-
taut. Dann wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit je 100 ul P. intermedia-
Antigen der Konzentration 10 pg/ml, das wie in 2.12.1. beschrieben aufgereinigt
worden war, pro Napfchen beschichtet. Die Verdinnung auf die gewlnschte
Antigen-Konzentration erfolgte mit einem Carbonatpuffer mit pH-Wert 9,6. Die
Platte wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert und im ELISA-Wascher dreimal mit
PBS-Tween 0,05% gewaschen. Dadurch wurden Antigene von der Platte ent-
fernt, die nicht an den Boden der Napfchen gebunden hatten und in den nachs-
ten Schritten moglicherweise zu unspezifischen Bindungen geflhrt hatten. Als
nachstes wurden 100 pl einer Losung von 1% BSA in PBS-Tween 0,05% und
Fc-Fragment von humanen IgG-Antikdrpern der Konzentration 17 pg/ml in jedes
Napfchen pipettiert und die Platte wieder bei 4°C tber Nacht inkubiert. Das BSA
wurde verwendet, um die frei gebliebenen Bindungsstellen am Boden der Napf-
chen abzusattigen und so unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Platte im ELISA-Wascher dreimal in Folge mit
PBS-Tween 0,05% gewaschen. Durch den Waschvorgang wurde Uberschissi-

ges BSA entfernt. Auf die so vorbereitete Platte konnten nun das Patientense-
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rum aufgetragen werden. Dazu wurden die Serumproben mit einer Losung von
1% BSA in PBS-Tween 0,05% in den Verhaltnissen 1:10, 1:100, 1:1.000 und
1:10.000 verdinnt. Von jeder dieser Verdiinnungsstufen wurden 100 pl in ein
Napfchen pipettiert. Zur Uberprifung der Ergebnisse wurden Doppelbestim-
mungen durchgefuihrt, zusatzlich wurden fur die spétere Interpretation der Er-
gebnisse eine Leerwertbestimmung und eine Negativkontrolle mitgefuhrt. Als
Leerwert diente die Losung zur Absattigung freier Bindungsstellen (1% BSA in
PBS-Tween 0,05%). Dadurch konnte beurteilt werden, ob durch den Puffer
selbst unspezifische Bindungen oder Reaktionen hervorgerufen werden, die
gegebenenfalls bei der Auswertung der Ergebnisse beriicksichtigt werden mus-
sen. Als Negativkontrolle wurde ein Serumpool bestehend aus Seren von meh-
reren CF-Patienten im Kindesalter verwendet, die nicht mit P. aeruginosa infi-
ziert waren. Obwohl auch bei diesem Patientenkollektiv eine Infektion mit P.
intermedia und die damit verbundene Antikdrperbildung nicht auszuschlieRen
war, wurde sie dennoch als relativ unwahrscheinlich betrachtet. Dieser Pool
wurde deshalb als Referenz fur die negativen Patientenseren mitgefihrt. Da
man eine Positivkontrolle in diesem Fall nicht k&auflich erwerben konnte und in
unserem Labor auch keine vorlag, wurde eine solche nicht mitgefuhrt. Die mit
den verschiedenen Serumverdinnungen, Leerwert und Negativkontrolle be-
stuickte Platte wurde bei 4°C Uber Nacht inkubiert und anschlieRend dreimal mit
PBS-Tween 0,05% gewaschen. Dadurch wurden nicht gebundene Serum-
Antikorper entfernt, die sonst mdglicherweise in den folgenden Schritten fir un-
spezifische Bindungen gesorgt hatten. Als Nachstes wurden mit Horseradish-
Peroxidase konjugierte Rabbit-Anti-Human-Antikorper gegen IgG-Antikorper im
Verhaltnis 1:1.500 mit der Lésung aus 1% BSA in PBS-Tween 0,05% verdinnt
und 100 pl davon in jedes N&pfchen gegeben. Diese Antikdrper fungierten als
Detektionsantikorper der IgG-Antikdrper in den Patientenseren. Durch Bindung
an die Fc-Fragmente der IgG-Antikdrper aus dem Patientenserum wurden diese
markiert. Die so beschichtete Platte wurde 2 h bei 37°C inkubiert, es folgten drei
Waschgange mit PBS-Tween 0,05% im ELISA-Wascher. Dadurch wurden
Uberschussige Detektionsantikorper entfernt. Danach wurden 100 pl des Sub-

strats 3,3,5’5-Tetramethylbenzidine in jedes Napfchen pipettiert und die Platte
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20 min im Dunkeln bei 37°C inkubiert. Der Lichtschutz war aufgrund der Licht-
empfindlichkeit von 3,3’,5'5-Tetramethylbenzidine notwenig, da die unten be-
schriebene Farbreaktion sonst nicht zuverlassig funktioniert hatte. Durch Bin-
dung an die im vorigen Schritt gebundenen Detektionsantikbrper wurde das
Substrat hydrolysiert, wobei ein blaues Reaktionsprodukt entstand. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Reaktion mit je 100 pl 0,2 M Schwefelsdure
(H2SO4) pro Napfchen angehalten, wodurch sich das blaue Reaktionsprodukt
gelb verfarbte. Ohne Reaktionsstopp ware das Substrat weiter umgesetzt wor-
den und héatte nicht mehr den Zustand nach genau 20 min Inkubation darge-
stellt. Dadurch wéaren die Ergebnisse nicht nur verféalscht worden, sondern die
Ergebnisse der verschiedenen Messungen waren zusatzlich nicht vergleichbar
gewesen. Da die Farbentwicklung beim Reaktionsstopp direkt proportional zur
gesuchten Antikérperkonzentration ist, konnte sie photometrisch bestimmt wer-
den. Mit Hilfe des ELISA-Readers wurde eine Extinktionsmessung bei 450 nm
Wellenlange durchgefiihrt, um die Antikorper im Patientenserum zu quantifizie-
ren. Mit Hilfe des ELISA-Computerprogramms TECAN konnten zusatzlich dazu
die Titer-Konzentrationen angegeben werden.

2.13. Resistenzbestimmung der isolierten Patientenstamme mittels Ellip-

sometertest (E-Test)

Die P. intermedia-Isolate aus den Patientensputen wurden mit Hilfe eines Ellip-
someter-Tests auf Antibiotikaresistenzen Uberprift. Der Test ist relativ einfach
und schnell durchfihrbar. Bei sachgeméafRer Anwendung ist er sehr genau und
erkennt auch niedrige Resistenzlevel zuverlassig. Fur die Versuche werden An-
tibiotika-beschichtete Teststreifen bendtigt, die man kauflich erwerben kann. Auf
einer Seite der verwendeten E-Test-Kunststoffstreifen ist das zu testende Anti-
biotikum in 15 Konzentrationen, die jeweils um den Faktor 2 ansteigen, aufge-
bracht. Fur die meisten Antibiotika liegen diese Konzentrationen in einem Be-
reich von 0,016 - 256 pug/ml, wobei der Bereich bei manchen Substanzen etwas

nach oben oder unten abweicht. Die jeweilige Antibiotikakonzentration ist auf
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der anderen Seite des Streifens zum spateren Ablesen der minimalen Hemm-
konzentration (MHK) aufgedruckt. Bei der MHK handelt es sich um die kleinst-
maogliche Konzentration des jeweiligen Antibiotikums, bei der das Bakterium im

Wachstum gehemmt bzw. abgetotet wird.

Fir den Test wurden die P. intermedia-Stamme zunachst wie in 2.9. beschrie-
ben aus den CF-Sputen isoliert. Von der Plattenkultur wurden mit einer abge-
flammten Metalldse so lange einzelne Kolonien entnommen und in 0,85%iger
Kochsalzlosung oder Anaerobier-Flussigmedium suspendiert, bis der Tru-
bungsgrad der Suspension einem Trubungsstandard McFarland 1 entsprach. In
diese Suspension wurde nun ein steriler Wattetupfer getaucht und mit diesem in
Drehungen Uber die BH-Agarplatte gestrichen. Unter Entnahme neuen Materi-
als wurde dieser Vorgang zweimal nach Drehung der Platte um jeweils 90° wie-
derholt. Die so beimpfte Platte wurde anschliel3end bei Raumtemperatur 15 min
getrocknet. Wahrenddessen wurden die mit den unterschiedlichen Antibiotika
beschichteten Teststreifen aus dem Kuhlschrank genommen und einzeln auf
den Rand einer Petrischale gelegt, da sie fur die Versuche Raumtemperatur
haben mussten. Fir jedes isolierte und als P. intermedia identifizierte Bakterium
wurden die Substanzen Piperacillin/Tazobactam, Ampicillin, Clindamycin,
Ceftazidim, Meropenem und Metronidazol getestet. Nachdem die beimpfte BH-
Platte getrocknet war, wurden die Teststreifen mithilfe einer Pinzette mit dem
aufgetragenen Antibiotikagradienten nach unten und der aufgedruckten MHK-
Skala nach oben vorsichtig auf die Agarplatte aufgelegt. Dabei war es wichtig,
den Streifen nach Kontakt mit der Agarplatte nicht mehr zu verschieben, da die
aufgedruckten MHK-Werte sonst nicht mehr den Antibiotikakonzentrationen an
den entsprechenden Stellen auf dem Agar entsprochen hétten. Auf eine Platte
konnten mehrere Teststreifen mit verschiedenen Antibiotika aufgelegt werden,
allerdings mussten sie ausreichenden Abstand zueinander haben (Abb. 12).
Anderenfalls hatten sich die Hemmhdofe moglicherweise tberschnitten, was ein
korrektes Ablesen des Tests erschwert oder unméglich gemacht hatte. Nach
dem Auflegen der Streifen diffundierte der Wirkstoff innerhalb kurzer Zeit von

den Teststreifen in den Agar und erzeugte dort stabile Antibiotikakonzentratio-
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nen, die dann auf die aufgetragenen Bakterien einwirkten. Die so bestlickte
Platte wurde anschlie3end unter anaeroben Bedingungen 48 h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Waren nach Ablauf dieser Zeit ausreichendes Wachstum
und ein deutlicher Hemmhof erkennbar, konnte der Test abgelesen werden
(Abb. 12). Das Neigen und Kippen der Platte zur Seite war dabei hilfreich, um
auch sehr kleine Kolonien nicht zu tbersehen.

1
Agarplatte
Minimale garp
Hemmkonzentration
(MHK)
Teststreifen
2
Bakterienrasen

elliptischer Hemmhof

Abb. 12: Schema des Ellipsometer-Tests. Teststreifen mit unterschiedlich gro-
Ren Hemmhofen (Streifen 1, 3 und 4) sowie ohne Hemmhof (Streifen 2) im Bak-
terienrasen.

Bei sichtbarem Hemmhof waren in diesem Bereich aufgrund der Antibiotikawir-
kung keine Bakterien gewachsen. Der Schnittpunkt der Hemmhofellipse mit der
MHK-Skala des Teststreifens entsprach der kleinstmdglichen Konzentration, bei
der das Antibiotikum auf das jeweilige Bakterium gewirkt hatte (Abb. 13). Aller-
dings konnte dies nicht mit einer Sensibilitat des Bakteriums gegenuber dem
entsprechenden Antibiotikum gleichgesetzt werden. In manchen Féllen wird das

Bakterium zwar von bestimmten Konzentrationen der betreffenden Substanz
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abgetottet oder im Wachstum gehemmt, allerdings sind diese viel zu hoch, um
Patienten damit zu behandeln. Fur jedes zum E-Test zugelassene Bakterium,
gibt es Tabellen, in denen die Grenzwerte der jeweiligen Antibiotika nachge-
schlagen wurden. Erst dann konnten Aussagen dariber getroffen werden, ob
das Bakterium sensibel, mafiggradig sensibel oder resistent gegentber dem
entsprechenden Antibiotikum ist. War kein Hemmhof zu sehen, hatte das Anti-
biotikum keine Wirkung gezeigt, das betreffende Bakterium war in diesem Fall
resistent dagegen (Abb. 13). Beim Ablesen musste beachtet werden, dass bak-
terizide Antibiotika, also solche, die Bakterien abtdten, sich durch eine kom-
plette Hemmung auszeichnen und die MHK wie bereits erwahnt am Schnitt-
punkt des Hemmhofs mit der MHK-Skala abgelesen wird. Flr bakteriostatische
Antibiotika, die lediglich das Wachstum der Bakterien unterbinden, musste die

MHK bei 80%iger Inhibition abgelesen werden.

Abb. 13: Ergebnis des Ellipsometer-Tests eines P. intermedia-lsolates. (A):
Dichter Bakterienrasen ohne Hemmbhof. Das Bakterium ist wie alle Anaerobier
resistent gegen Tobramycin (TM). (B): Deutlicher elliptischer Hemmhof bei der
Testung von Ceftazidim (TZ).

Verfalschungen der Ergebnisse kdnnen durch verschiedenste Faktoren hervor-
gerufen werden. Zum einen mussten unbedingt Reinkulturen verwendet wer-
den, da man beim Testen von Mischkulturen falsche oder uneindeutige Ergeb-
nisse erhalt. Aul3erdem muss ein ausreichendes Bakterienwachstum gegeben

sein, da man bei zu geringer Keimeinsaat moglicherweise zu niedrige minimale
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Hemmkonzentrationen erhalt. Zusatzlich ist auf die Zusammensetzung des
Nahrmediums zu achten, da auch dieses die Wirkung der Antibiotika sowie das
Wachstum der Bakterien beeinflusst. Zur Uberprifung der Testqualitat wurde
daher ein reprasentativer Bakterienstamm, in diesem Fall Bacteroides fragilis
(ATCC 25285), auf demselben Nahrmedium mitgetestet. Auch beim Auflegen
der Teststreifen kbnnen Fehler passieren, die sich negativ auf das Ergebnis
auswirken. Werden die Streifen nach dem Auflegen auf die Agarplatte noch
bewegt, entsprechen die auf der gegentberliegenden Seite aufgedruckten Anti-
biotikakonzentrationen nicht mehr der tatsachlichen Wirkstoffkonzentration auf
der Agarplatte und die MHK wird trotz korrekten Ablesens zu hoch oder zu nied-
rig bestimmt. Aul3erdem ist es wichtig, die E-Tests bei 4°C im Kihlschrank zu
lagern und vor der Anwendung auf Raumtemperatur zu erwarmen. Bei nicht
sachgemaler Lagerung kann der Wirkstoff auf den Streifen Schaden nehmen,

was dann zu falschen Ergebnissen fihrt.

2.14. Statistische Analyse

Die durchgefuhrten Experimente wurden zur Bestatigung mindestens dreimal
wiederholt. Wenn mdglich, wurden Positiv- und Negativkontrollen mitgefthrt.

Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus wurde der Wilcoxon/Kruskal-Wallis-

Test durchgefiihrt. Als signifikant wurden p-Werte < 0,05 bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis von P. intermedia durch die PNA-Sonde ,,Prevotella Genus
PNA*“

Um zu Uberprifen, ob die PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA“ P. intermedia
zuverlassig nachweist, wurden mehrere P. intermedia-Stdmme damit getestet.
Die Versuche wurden nach dem in 2.9. beschriebenen, neu etablierten Schema
je drei Mal pro Stamm durchgefuhrt. Positive Proben waren unter dem Fluores-
zenz-Mikroskop durch ein grines Fluoreszenzsignal erkennbar. War beim Mik-
roskopieren ein deutliches Signal zu erkennen, das sich zusatzlich mit der
DAPI- bzw. BacUni-Kontrollfarbung deckte, wurde das Ergebnis als positiv be-
schrieben (Abb. 14). Bei sehr schwachem, nicht mit der Kontrollfarbung de-
ckungsgleichem oder fehlendem Fluoreszenzsignal wurde das Ergebnis als
negativ gewertet (Abb. 15). Die drei getesteten P. intermedia-Stamme (1045,
20706 und ATCC 25611) zeigten in der Fluoreszenz-Mikroskopie positive Er-
gebnisse und wurden somit durch ,Prevotella Genus PNA® detektiert (Abb. 13,
Tab. 1).

A

Abb. 14: P. intermedia wird durch die PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA®
nachgewiesen. Reinkulturen von P. intermedia (ATCC 25611) wurden mit der
PNA-Sonde hybridisiert und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. (A)
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zeigt die Bakterien in der DAPI-Farbung, in (B) werden sie durch das positive
Signal der PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA“ markiert. Durch die Uberlage-
rung beider Bilder (C) wird deutlich, dass sowohl durch DAPI als auch durch die
PNA-Sonde dieselben Strukturen nachgewiesen werden. Auch die Bilder der
Bakterien in der BacUni- (D) und der ,Prevotella Genus PNA*-Farbung (E) sind
bei Uberlagerung (F) genau deckungsgleich.

.
-

Abb. 15: P. oralis wird durch die PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA® nicht de-
tektiert. Reinkulturen von P. oralis (20702) wurden mit der PNA-Sonde hybridi-
siert und unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. (A) stellt die Bakterien
in der DAPI-Féarbung dar. In (B) sind keine Bakterien sichtbar, das Signal der
PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA® ist negativ. (C) ist die Uberlagerung von
(A) und (B). (D) zeigt die Bakterien in der BacUni-Farbung. Bei Farbung mit
,Prevotella Gens PNA* sind keine Bakterien sichtbar (E). (F) ist die Uberlage-
rung von (D) und (E).

3.1.1. Spezifitat der PNA-Sonde ,,Prevotella Genus PNA“

Da Uberpruft werden sollte, ob ,Prevotella Genus PNA® P. intermedia spezifisch
nachweist, wurden Praparate von 36 weiteren Bakterienstiammen angefertigt
und nach dem in 2.9. beschriebenen Schema je drei Mal getestet. Die Ergeb-
nisse wurden anhand der in 3.1. beschriebenen Kriterien als positiv oder nega-
tiv beurteilt. Bei der Auswertung der Praparate unter dem Fluoreszenz-

Mikroskop wurden alle 14 getesteten P. nigrescens-Stdamme durch ,Prevotella
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Genus PNA® detektiert (Tab. 1). Fur die ubrigen Bakterienstamme war bei posi-
tiver Kontrollfarbung kein Fluoreszenzsignal sichtbar, sie wurden somit nicht

durch die Sonde nachgewiesen (Tab. 1).

Tab. 1: Der Nachweis von P. intermedia durch die PNA-Sonde ,Prevotella Ge-
nus PNA® ist nicht spezifisch.

Bakterienstamm Prevotella Genus PNA
Actinomyces odontolyticus (R 2) negativ
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) negativ
Prevotella baroniae (651) negativ
Prevotella baroniae (1033) negativ
Prevotella bivia (1050) negativ
Prevotella bivia (1071) negativ
Prevotella buccae (578) negativ
Prevotella buccae (674) negativ
Prevotella denticola (583) negativ
Prevotella denticola (608) negativ
Prevotella disiens (1059) negativ
Prevotella disiens (1074) negativ
Prevotella intermedia (1045) positiv
Prevotella intermedia (20706) positiv
Prevotella intermedia (ATCC 25611) positiv
Prevotella melaninogenica (1029) negativ
Prevotella melaninogenica (1049) negativ
Prevotella multiformis (507) negativ
Prevotella multiformis (524) negativ
Prevotella nigrescens (582) positiv
Prevotella nigrescens (621) positiv
Prevotella nigrescens (634) positiv
Prevotella nigrescens (655) positiv
Prevotella nigrescens (658) positiv
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Prevotella nigrescens (672) positiv

Prevotella nigrescens (1006) positiv
Prevotella nigrescens (1024) positiv
Prevotella nigrescens (1032) positiv
Prevotella nigrescens (1044) positiv
Prevotella nigrescens (1048) positiv
Prevotella nigrescens (1057) positiv
Prevotella nigrescens (13386) positiv
Prevotella nigrescens (R 138) positiv
Prevotella oralis (20702) negativ
Prevotella oralis (AN 1243) negativ
Prevotella oris (AN 1037) negativ
Prevotella paludivivens (17968) negativ
Pseudomonas aeruginosa (Pao-1) negativ
Staphylococcus aureus (Sa 113) negativ

3.2. Nachweis von P. intermedia mittels ,,Prevotella Genus PNA“ im

Sputum von CF-Patienten

Die Sputumproben der CF-Patienten wurden mithilfe von ,Prevotella Genus
PNA® auf das Vorkommen von P. intermedia untersucht. Da die Sonde das
Bakterium, wie bereits in 3.1.1. erwadhnt, nicht spezifisch nachweist, konnte
durch diese Methode nur eine Eingrenzung auf P. intermedia bzw. P. nig-
rescens vorgenommen werden. Insgesamt wurden 20 Sputumproben unter-
sucht, da nur von 16 der 20 CF-Patienten mit pulmonaler P. aeruginosa-
Besiedlung und von 4 der 13 CF-Patienten ohne pulmonale P. aeruginosa-
Besiedlung eine Sputumprobe gewonnen werden konnte (Tab. 2). In 8 der 20
getesteten Sputumproben zeigte die PNA-Sonde positive Ergebnisse. Dabei
handelte es sich um 7 Sputumproben von CF-Patienten mit pulmonaler P.
aeruginosa-Besiedlung und um 1 Sputumprobe eines Patienten ohne pulmona-

le P. aeruginosa-Besiedlung (Tab. 2, Abb. 16). Somit wurden durch ,Prevotella
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Genus PNA" in insgesamt 40% der Patientensputen P. intermedia bzw. P. nig-

rescens detektiert.

n=16

CF-Patienten mit P. intermedia/P. nigrescens
SN
|

3 -
2 -
n=4
l -
CF-Patienten mit CF-Patienten ohne

P. aeruginosa-Besiedlung P. aeruginosa-Besiedlung

Abb. 16: Nachweis von P. intermedia/P. nigrescens in Sputumproben von CF-
Patienten mittels PNA-FISH. 16 Sputumproben von CF-Patienten mit P. aerugi-
nosa-Besiedlung und 4 Sputumproben von CF-Patienten ohne P. aeruginosa-
Besiedlung wurden mit der PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA® hybridisiert und
unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. In 8 Sputumproben wurde P. in-
termedia/P. nigrescens durch die PNA-Sonde nachgewiesen. 7 der positiven
Proben stammten von CF-Patienten mit P. aeruginosa-Besiedlung.

3.3. Identifizierung von P. intermedia mit Hilfe des Anaerobier-Test-
systems ,,Rapid ID 32 A*

Um zu Uberprtfen, ob es sich bei den durch die PNA-Sonde positiv getesteten
Bakterien in den CF-Sputen tatsachlich um P. intermedia bzw. P. nigrescens
handelte, wurde mit dem Anaerobier-Testsystem ,Rapid ID 32 A" zusatzlich ein

kultureller Nachweis erbracht. Da fir solche Testsysteme, wie bereits in 1.4.1.
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erwéahnt, Reinkulturen benétigt werden, mussten die entsprechenden Bakterien
zunachst aus den Patientensputen isoliert werden. Dies erfolgte nach dem
Prinzip, das in 2.11. erlautert wurde. Da sich die Kultivierung von anaeroben
Bakterien nicht immer einfach gestaltet, gelang die Isolierung aus den Patien-
tensputen nicht in allen Fallen. Letztendlich konnten aus 4 der 8 durch die PNA-
Sonde positiv getesteten Sputen Reinkulturen der entsprechenden Bakterien-
stamme isoliert werden. Diese 4 Bakterienstamme wurden zwar durch ,Rapid
ID 32 A" ohne zusatzliche Tests alle als P. intermedia identifiziert (Tab. 2), al-
lerdings muss auch hier von P. intermedia/P. nigrescens ausgegangen werden,

da ,Rapid ID 32 A“ die beiden Spezies nicht differenzieren kann.

3.4. Identifizierung von P. intermedia durch MALDI-TOF-MS

Da weder durch die PNA-Sonde noch durch den kulturellen Nachweis zwischen
P. intermedia und P. nigrescens unterschieden werden konnte, kam mit MALDI-
TOF-MS eine dritte Methode zur ldentifikation der Bakterien zur Anwendung.
Dabei wird die Bakterienspezies Uber charakteristische Massenspektren ermit-
telt, sodass zuverlassig zwischen P. intermedia und P. nigrescens unterschie-
den werden kann (Abb. 17). Da auch fur diese Methode Reinkulturen der Bakte-
rienstamme bendtigt wurden, konnten wie in 3.3. nur die 4 aus den Patienten-
sputen isolierten Bakterienstamme untersucht werden. 2 der 4 getesteten
Stdmme wurden als P. intermedia identifiziert. Bei den beiden anderen Bakteri-
enstdmmen handelte es sich um einen Stamm P. nigrescens und einen Stamm
P. melaninogenica. Die MALDI-TOF-MS-Messungen wurden durch Sequenzie-
rung der 4 Isolate bestatigt. Diesen Ergebnissen zufolge enthielten 2 der 8
durch die PNA-Sonde positiv getesteten Patientensputen sicher P. intermedia.
Fur die 4 Stamme, bei denen eine Isolierung nicht mdglich war, konnte durch
die angewandten Methoden nicht geklart werden, ob darin P. intermedia oder P.

nigrescens enthalten war (Tab. 2).
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Abb. 17: Charakteristische MALDI-TOF-MS-Massenspektren des P. interme-
dia-Isolates 1-13 (A) und des P. nigrescens-lsolates 2-4 (B). Reinkulturen der
Bakterienstdamme wurden mit organischer Matrix cokristallisiert und im Massen-
spektrometer durch UV-Laserbeschuss in lonen unterschiedlicher Masse auf-
gespalten. Die Kombination der einzelnen Peaks der MALDI-TOF-Spektren
kann den verschiedenen Bakterienspezies zugeordnet werden und entspricht
einer Art ,Fingerabdruck® des jeweiligen Bakteriums. Wahrend in (B) bei 3408,1
m/z ein 100%-Peak vorhanden ist, liegt dieser in (A) bei 4628,3 m/z.
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Tab. 2: Korrelation der an den Patientensputen durchgefiihrten Tests.

Phanotyp (braun pigmentiert)

Prevotella Genus PNA

Rapid ID 32 A

MALDI-TOF-MS

1-1
1-2
1-3
1-4
1-5
1-6
1-7
1-8
1-9
1-10
1-11
1-12
1-13
1-14
1-15
1-16
1-17

ja
nein
ja
nein
nein
nein
nein
ja
nein
ja
ja
ja
ja
keine Sputumprobe
nein
keine Sputumprobe

nein

positiv
negativ
positiv
negativ
negativ
negativ
negativ
positiv
negativ
positiv
positiv
positiv
positiv
negativ

negativ

Isolierung erfolglos

Isolierung erfolglos
P. intermedia
Isolierung erfolglos
P. intermedia
Isolierung erfolglos
P. intermedia
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Isolierung erfolglos

Isolierung erfolglos
P. melaninogenica
Isolierung erfolglos
P. intermedia
Isolierung erfolglos
P. intermedia



Phanotyp (braun pigmentiert) Prevotella Genus PNA Rapid ID 32 A MALDI-TOF-MS

1-18 keine Sputumprobe - - -
1-19 keine Sputumprobe - - -
1-20 nein negativ - -
2-1 keine Sputumprobe - - -
2-2 keine Sputumprobe - - -
2-3 nein negativ - -
2-4 ja positiv P. intermedia P. nigrescens
2-5 nein negativ - -
2-6 keine Sputumprobe - - -
2-7 keine Sputumprobe - - -
2-8 keine Sputumprobe - - -
2-9 keine Sputumprobe - - -
2-10 keine Sputumprobe - - -
2-11 keine Sputumprobe - - -
2-12 keine Sputumprobe - - -
2-13 nein negativ - -
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Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl P. intermedia als auch P. nigrescens
durch die PNA-Sonde ,,Prevotella Genus PNA“ nachgewiesen werden. Bei
deutlich positivem Fluoreszenzsignal wurden alle getesteten P. interme-
dia- und P. nigrescens-Stamme durch die PNA-Sonde zuverlassig detek-
tiert. Die Sonde weist P. intermedia also nicht spezifisch nach. Dadurch
kann mit ,Prevotella Genus PNA“ nur eine Eingrenzung auf P. interme-
dia/P. nigrescens vorgenommen werden. Eine Differenzierung der beiden
Spezies durch das Anaerobier-ldentifizierungssystem ,,Rapid ID 32 A“ ist
ebenfalls nicht moéglich. Von den angewandten Methoden war lediglich
MALDI-TOF-MS in der Lage, P. intermedia und P. nigrescens zu unter-
scheiden. Durch Kombination von ,Prevotella Genus PNA“, ,,Rapid ID 32
A“ und MALDI-TOF-MS konnte in 2 Sputumproben sicher P. intermedia

identifiziert werden.

3.5. Untersuchung der Patientenseren auf IgG-Antikérper gegen P. inter-
media mittels ELISA

Um zu klaren, ob CF-Patienten auf pulmonale P. intermedia-Besiedelung eine
systemische Immunreaktion zeigen, wurden die Patientenseren mit einem ELI-
SA auf IgG-Antikorper gegen P. intermedia-Antigen untersucht. Es wurden Se-
rumproben von 17 der 20 CF-Patienten mit pulmonaler P. aeruginosa-
Besiedlung und Serumproben von 11 der 13 CF-Patienten ohne pulmonale P.
aeroginosa-Besiedlung getestet. Zusatzlich wurde der ELISA mit Seren von 31
gesunden Kontrollpersonen durchgefuihrt. Fur die IgG-Antikorpertiter der CF-
Patienten mit pulmonaler P. aeruginosa-Besiedlung ergab sich ein Mittelwert
von 1125, fur die CF-Patienten ohne pulmonale P. aeruginosa-Besiedlung lag
er bei 1246 und fiur die Non-CF-Patienten der Kontrollgruppe bei 170. Um zwi-
schen positiven und negativen IgG-Titern unterscheiden zu kénnen, wurde ein
Cut-off festgelegt. Der Zahlenwert ergab sich aus dem 3-fachen Mittelwert der
IgG-Titerwerte der Kontrollgruppe und lag somit bei 170 x 3 = 510. Werte ober-

halb des Cut-off wurden als positiv, Werte darunter als negativ bezeichnet. 15
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der 17 Seren (89%) der CF-Patienten mit P. aeruginosa-Besiedlung lagen
oberhalb des Cut-off, die beiden tbrigen Serumproben nur knapp darunter. 9
der 11 Seren (82%) der CF-Patienten ohne P. aeruginosa-Besiedlung lagen
oberhalb des Cut-off. Die IgG-Titer aller Seren der Kontrollgruppe lagen deutlich
unterhalb des festgelegten Cut-off (Abb. 18). Zusatzlich zeigten alle Patienten,
bei denen P. intermedia in der Sputumprobe nachgewiesen worden war, positi-
ve IgG-Titer, die deutlich Uber dem Cut-off lagen. Die IgG-Antikorpertiter der
CF-Patienten mit pulmonaler P. aeruginosa-Besiedlung sowie der CF-Patienten
ohne pulmonale P. aeruginosa-Besiedlung waren im Vergleich zur den gesun-

den Probanden der Kontrollgruppe signifikant erhéht (p < 0,001, Abb. 18).
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Abb. 18: IgG-Antikorpertiter gegen P. intermedia im Serum von CF-Patienten.
Die rote Linie markiert den Cut-off (510), ab dem der IgG-Titerwert in der Se-
rumproben als positiv betrachtet wird. Der Cut-off ergab sich aus dem 3-fachen
Mittelwert der 1gG-Titerwerte der Kontrollgruppe. * bezeichnet die Signifikanz
der 1gG-Titererhbhung der CF-Patienten mit bzw. ohne P. aeruginosa-
Besiedlung im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,001).
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Die IgG-Serumtiter der CF-Patienten sowohl mit als auch ohne pulmonaler
P. aeruginosa-Besiedlung waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifi-
kant erhéht. Bei 100% der Patienten mit P. intermedia-positiven Sputum-

proben wurden positive IgG-Titer deutlich oberhalb des Cut-off gemessen.

3.6. MHK- und Resistenzbestimmung der isolierten Patientenstamme mit-
tels E-Test

Die, wie in 2.11. beschrieben, aus den Patientensputen isolierten Bakterien-
stamme wurden mit Hilfe eines E-Tests auf Antibiotikaresistenzen untersucht.
Die 4 Isolate bildeten bei den getesteten Substanzen Piperacillin/Tazobactam,
Ampicillin, Clindamycin, Ceftazidim, Meropenem und Metronidazol deutliche
Hemmhofe aus. Allerdings hangt es vom jeweiligen Antibiotikum ab, bis zu wel-
chen MHK-Werten das Bakterium als sensibel bezeichnet wird. Fur Piperacil-
lin/Tazobactam gelten Bakterienstamme mit einer MHK < 32 pg/ml als sensibel,
bei MHK 64 pg/ml als intermediar und bei MHK = 128 pg/ml als resistent. Alle
getesteten Isolate zeigten sich sensibel gegentber Piperacillin/Tazobactam, da
die MHK-Werte deutlich unter 32 pg/ml lagen (Tab. 3). Fur Ampicillin gelten
Bakterien mit einer MHK < 8 ug/ml als sensibel, bei MHK 16 pg/ml als interme-
diar und bei MHK = 32 ug/ml als resistent. Demnach waren die 4 getesteten
Isolate sensibel gegeniber Ampicillin (Tab. 3). Fir Clindamycin gelten Bakte-
rien mit MHK < 2 pg/ml als sensibel, mit MHK 4 pg/ml als intermediar und mit
einer MHK = 8 ug/ml als resistent. Die getesteten Bakterienstdmme waren auch
gegenuber Clindamycin sensibel, da die MHK-Werte deutlich unter 8 ug/ml la-
gen (Tab. 3). Fur Ceftazidim werden Bakterien mit einer MHK < 8 pg/ml als
sensibel, mit MHK 16 pg/ml als intermediar und mit einer MHK = 32 pg/ml als
resistent bezeichnet. Somit ist einer der getesteten Stamme (1-11) als interme-
diar zu bezeichnen, wahrend die tbrigen sensibel waren (Tab. 3). Fir Merope-
nem gilt ein Bakterium mit einer MHK < 4 pg/ml als sensibel, mit MHK 8 pg/mi
als intermediér und mit einer MHK = 16 pg/ml als resistent. Alle Isolate zeigten

sich mit MHK-Konzentrationen deutlich unterhalb von 8 pug/ml als sensibel ge-
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gelber Meropenem (Tab. 3). Fur Metronidazol gelten Bakterien mit einer MHK
< 8 pg/ml sensibel, mit MHK 16 pg/ml intermediar und mit einer MHK = 32 pug/ml
resistent. Da die MHK-Werte aller Isolate unter 8 ug/ml lagen, wird eine Sensibi-

litat gegentiber Metronidazol angenommen. (Tab. 3)

Den Ergebnissen zufolge waren die 4 Isolate bis auf eine Ausnahme (1-11,

Ceftazidim) gegeniber allen getesteten Substanzen sensibel.
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Tab. 3: Mittels E-Test bestimmte MHK-Werte [ug/ml] der Bakterienstamme fir die verschiedenen Antibiotika.

P. melaninogenica P. intermedia P. intermedia P. nigrescens
Antibiotikum (1-8) (1-112) (1-13) (2-4)
Piperacillin/Tazobactam 0,016 12 0,016 2
Ampicillin 2 1 8 0,25
Clindamycin 0,016 0,016 0,016 0,016
Ceftazidim 0,5 12 6 2
Meropenem 0,016 0,75 0,016 0,19
Metronidazol 0,25 4 0,023 6
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4. Diskussion

Anaerobe Bakterien besiedeln neben Keimen wie P. aeruginosa, S. aureus und
H. influenzae haufig die Lungen von CF-Patienten (22, 24, 156). Tunney et al.
konnten in 64% der in ihrer Studie untersuchten CF-Sputumproben anaerobe
Bakterien, darunter vor allem Prevotella spp., Veillonella spp., Propionibacteri-
um spp. und Actinomyces spp., nachweisen (156). Trotz ihrer hohen Pravalenz
werden Anaerobier durch die mikrobiologische Routinediagnostik bis jetzt nicht
ausreichend erfasst. Der Nachweis von anaeroben Bakterien wie P. intermedia
erfolgt in der mikrobiologischen Diagnostik routinemafig nach wie vor uber An-
aerobiernachweissysteme, welche die verschiedenen Bakterienspezies uber
eine Reihe von enzymatischen Reaktionen identifizieren (129). Manche Bakte-
rien kbnnen durch diese Systeme nur bis auf Genusebene identifiziert oder
nicht von &hnlichen Spezies abgegrenzt werden (3, 33, 73, 83). Dies ist auch im
Bezug auf P. intermedia und P. nigrescens der Fall (2, 19, 55, 139).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode zum Nachweis von P. in-
termedia etabliert. Das Bakterium wurde durch FISH mit der PNA-Sonde ,Pre-
votella Genus PNA® direkt im Sputum von CF-Patienten detektiert. P. interme-
dia wurde sowohl in Bakteriensuspensionen als auch in Sputumproben durch
.Prevotella Genus PNA* zuverlassig, aber nicht spezifisch nachgewiesen. Zu-
satzlich wurde das Bakterium P. nigrescens detektiert, sodass mit der PNA-
Sonde eine Eingrenzung auf diese beiden Bakterienspezies mdglich ist. PNA-
Oligomere binden in der Regel mit hdherer Spezifitdit an komplementare DNA-
bzw. RNA-Sequenzen als entsprechende DNA- oder RNA-Oligomere (34, 62,
97, 106). Dennoch ist mangelnde Spezifitdét von PNA-Sonden im Bezug auf P.
intermedia und weitere Bakterienstamme ein bekanntes Phanomen, das bereits
von Sunde et al. beschrieben wurde (152). In diesem Zusammenhang muss die
klinische Relevanz einer Unterscheidung zwischen P. intermedia und P. nig-
rescens ins Feld gefuhrt werden. Die beiden Spezies, die bis 1992 gemeinsam
als Bacteroides intermedius bezeichnet wurden (134), weisen eine Reihe von

Gemeinsamkeiten auf. Dazu gehéren auch die Substanzen, mit denen sie the-
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rapiert werden (129). Trotz des Unvermdgens zwischen P. intermedia und P.
nigrescens zu unterscheiden, ist ,Prevotella Genus PNA® den Verfahren der
mikrobiologischen Routinediagnostik tberlegen. Im Gegensatz zur ldentifikation
durch kulturelle Anaerobiernacheissysteme ist keine Kultivierung der zu unter-
suchenden Bakterien nétig, welche bei Anaerobiern 48 h dauert (72, 101). Die
Moglichkeit der Detektion direkt im Patientenmaterial bedeutet deshalb eine
enorme Zeitersparnis. Die Sputumproben mussten vor der Durchfihrung der
PNA-FISH ausschlieR3lich mit DTT verflussigt werden, damit der Nachweis der
Bakterien gelang. Durch die Zugabe von DTT und das mehrmalige Mischen der
mit DTT versetzten Sputumprobe wurde zwar die Struktur des Sputums veran-
dert, allerdings sollte P. intermedia in der vorliegenden Arbeit lediglich qualitativ
nachgewiesen und nicht lokalisiert werden. Durch ,Prevotella Genus PNA* wur-
den in 40% der getesteten CF-Sputumproben (8/20) P. intermedia bzw. P. nig-
rescens detektiert. Es ist moglich, dass der Prozentsatz sogar hoher liegt, da
jeweils nur Teile jeder Sputumprobe untersucht wurden. Aul3erdem kann es
sein, dass trotz sorgfaltiger visueller Untersuchung der Praparate unter dem
Mikroskop markierte Bakterien Gbersehen wurden. Das Ergebnis ist vergleich-
bar mit den Ergebnissen von Tunney et al.,, die in 64% der untersuchten
Sputumproben anaerobe Bakterien, darunter am haufigsten Prevotella spp.,
nachweisen konnten (156). Ansonsten existieren nur wenige Studien, die sich
mit anaeroben Bakterien, vor allem P. intermedia, im Sputum von CF-Patienten
beschéaftigen und zum Vergleich herangezogen werden konnten. Grund dafur
ist vermutlich, dass anaerobe Bakterien durch die mikrobiologische Routinedi-

agnostik normalerweise nicht erfasst werden und ihre Kultivierung schwierig ist.

Von groRem Vorteil fir den Nachweis von P. intermedia direkt in Patientenma-
terial ware die Entwicklung einer PNA-Sonde, die das Bakterium spezifisch
nachweist. Dadurch kénnte auf zuséatzliche Tests zur Abgrenzung von anderen
Bakterienspezies verzichtet werden und die Zeitersparnis durch den direkten
Nachweis im Patientenmaterial kdme deutlich zum Tragen. An dieser Stelle
sollte die Moglichkeit des molekulargenetischen Nachweises von Bakterien
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nicht unerwahnt bleiben. Daflr ist zwar eine Kultivierung der Bakterien erforder-

lich, jedoch ist eine genaue ldentifizierung bis auf Speziesebene méglich.

90% der CF-Patienten (7/8), in deren Sputumprobe P. intermedia bzw. P. nig-
rescens durch ,Prevotella Genus PNA® detektiert wurde, wiesen zusatzlich eine
pulmonale P. aeruginosa Besiedlung auf. Diese Tatsache legt nahe, dass zwi-
schen der Besiedlung mit P. intermedia bzw. P. nigrescens und P. aeruginosa
ein Zusammenhang besteht. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die Be-
obachtungen von Tunney et al., die zeigen konnten, dass eine pulmonale P.
aeruginosa-Besiedlung die Wahrscheinlichkeit fur das Vorkommen anaerober
Bakterien signifikant erhdht (156). P. aeruginosa ruft unter anderem durch Ver-
mehrung und Persistenz anaerobe Verhéaltnisse im pulmonalen Mukus der CF-
Patienten hervor und tragt somit zu optimalen Lebensbedingungen fur anaero-
be Bakterien bei (165). Dadurch kann erklart werden, weshalb fast ausschliel3-
lich bei CF-Patienten mit pulmonaler P. aeruginosa-Besiedlung P. intermedia
bzw. P. nigrescens im Sputum gefunden wurde. Im Gegensatz dazu stellten
Worlitzsch et al. fest, dass eine pulmonale P. aeruginosa-Besiedlung die Wahr-
scheinlichkeit fir das Vorkommen von anaeroben Bakterien in der Lunge nicht
erhoht (166). Es ware sinnvoll, in Folgestudien ein gréReres Patientenkollektiv
zu untersuchen, um die Rolle von P. aeruginosa im Bezug auf eine Besiedlung

mit Anaerobiern bei CF-Patienten zu klaren.

Die Ergebnisse der PNA-FISH wurden zusatzlich durch das Anaerobiernach-
weissystem ,Rapid ID 32 A“ das in der mikrobiologischen Routinediagnostik
verwendet wird, und MALDI-TOF-MS bestatigt. Da es sich dabei wie bereits
erwahnt um kulturelle Nachweise handelt, konnten nur die aus den 8 positiven
Patientensputen isolierbaren Bakterienstdmme untersucht werden. Die 4
Stamme, bei denen eine Isolierung gelang, wurden durch ,Rapid ID 32 A* ein-
deutig als P. intermedia identifiziert. Da das Anaerobiernachweissystem jedoch
nicht zu einer Differenzierung zwischen P. intermedia und P. nigrescens in der
Lage ist, konnte auch damit lediglich eine Eingrenzung auf diese beiden Spe-

zies vorgenommen werden. In bisher durchgefihrten Studien zur Unterschei-
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dung von P. intermedia und P. nigrescens kam ,Rapid ID 32 A“ ebenfalls nur
zur Eingrenzung der beiden Spezies zum Einsatz, die Differenzierung erfolgte
durch andere Methoden wie DNA- oder 16S rRNA-basierte PCR oder FISH
durch spezifische Sonden (2, 19, 55, 139). In der vorliegenden Arbeit wurde die
endgultige Differenzierung durch MALDI-TOF-MS vorgenommen. 2 der Isolate
wurden als P. intermedia und die beiden tbrigen als P. nigrescens und P. me-
laninogenica identifiziert. Die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS wurden durch
DNA-Sequenzierungsanalysen der Isolate Gberpruft und bestatigt. Auffallend ist
die Identifizierung eines der 4 Isolate als P. melaninogenica. Die in der vorlie-
genden Arbeit durchgefiihrte Spezifitdtsprifung ergab, dass P. melaninogenica
nicht durch ,Prevotella Genus PNA® detektiert wird. Es kdnnte sich in diesem
Fall um eine unspezifische Bindungsreaktion der Sonde an Proteine oder freie
DNA sowie eine Oligomerisierung mehrerer Sondenmolekile handeln. Ferner
ist es moglich, dass die isolierten Bakterien nicht den durch ,Prevotella Genus
PNA® im Sputum detektierten Bakterien entsprachen. Da es nicht méglich war,
aus den Ubrigen 4 PNA-positiven Sputen Isolate zu gewinnen, konnte nicht ge-

klart werden, ob darin tatsdchlich P. intermedia enthalten war.

Die Notwendigkeit von Reinkulturen ist der entscheidende Nachteil beim Nach-
weis von Bakterien durch MALDI-TOF-MS. Dies wird vor allem in der Anaerobi-
erdiagnostik deutlich: Die Kultvierung anaerober Bakterien ist mit einem doppelt
so hohen Zeitaufwand verbunden wie die von aeroben Bakterien, in manchen
Fallen gelingt eine Kultivierung aus Patientenmaterial nicht. Obwohl ein direkter
Nachweis von Bakterien in Patientenmaterial nicht moglich ist, sind die Vorteile
der Methode nicht von der Hand zu weisen. MALDI-TOF-MS ist verglichen mit
anderen Methoden einfach und schnell durchfihrbar, genau und kosteneffektiv.
Dadurch eignet sich die Methode zur Routinediagnostik von Bakterien (27, 59,
96, 133). Zusatzlich kdonnen durch MALDI-TOF-MS auch Spezies wie P. inter-
media und P. nigrescens, die durch andere kulturelle Methoden nicht differen-

ziert werden kdnnen, zuverlassig unterschieden werden (150).

85



In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass im Serum von
CF-Patienten die IgG-Antikorpertiter gegen P. intermedia im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollpersonen signifikant erhéht sind. Eine systemische Immunreak-
tion auf P. intermedia in Form von erhdhten Antikdrpertitern gegen das Bakteri-
um wurde bereits bei anderen Erkrankungen beobachtet. Albandar et al. stellten
bei Patienten mit Parodontitis im Vergleich zu Gesunden im Serum signifikant
erhohte IgA-Titer gegen P. intermedia fest (1). Sowohl bei Patienten mit nicht-
streptokokkenbedingter Tonsillitis als auch bei Patienten mit peritonsillaren
Abszessen mit P. intermedia-Beteiligung wurden erhdhte IgG-Titer gegen P.
intermedia im Serum gefunden (10, 12). Brook et al. wiesen signifikant erhdhte
IgA-Titer gegen P. intermedia im Sputum von Patienten mit akuter Exazerbation
einer chronischen Bronchitis nach (14). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
P. intermedia humane B-Lymphozyten in vitro zur Bildung von IgA- und IgG-
Antikorpern anregt (60). In der vorliegenden Arbeit wiesen alle CF-Patienten,
bei denen P. intermedia in der Sputumprobe detektiert wurde, im Vergleich zu
den gesunden Probanden der Kontrollgruppe deutlich erhdhte IgG-Serumanti-
korpertiter gegen P. intermedia auf. Zusétzlich wurden auch bei CF-Patienten
ohne nachgewiesene pulmonale P. intermedia-Besiedlung deutlich erhdhte 1gG-
Antikorpertiter gegen das Bakterium gemessen. Zum einen besteht die Mdg-
lichkeit, dass bei den CF-Patienten mit erhéhtem IgG-Titer ohne nachgewiese-
ne pulmonale P. intermedia-Besiedlung der Nachweis des Bakteriums im
Sputum nicht gelang. Des Weiteren kann es sein, dass die bereffenden Patien-
ten aufgrund anderweitiger bakterieller Besiedlung der Lunge mit Antibiotika
therapiert worden waren, die auch P. intermedia abdeckten. Das wuirde erkla-
ren, weshalb P. intermedia im Sputum nicht mehr nachweisbar war, die Anti-
korper jedoch noch im Blut zirkulierten. Allerdings ist bekannt, dass durch eine
intraventdse Antibiotikatherapie gegen P. aeruginosa bei CF-Patienten mit aku-
ter Exazerbation die Zahl der obligaten Anaerobier nicht verringert wird (166).
Ob und mit welchen Substanzen die CF-Patienten in der vorliegenden Arbeit
behandelt wurden, ist nicht bekannt, sodass eine antibiotische Reduktion bzw.
Eradikation von P. intermedia bei persistierend hohen Antikorpertitern dennoch

in Betracht gezogen werden muss. Dieses Phanomen ist aus der Zahnheilkun-
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de bekannt. In einer Studie von Hafstrom et al. war nach Behandlung von Pati-
enten mit periodontalen Abszessen zwar die bakterielle Besiedlung mit P. in-
termedia signifikant reduziert, die 1gG-Serumtiter blieben jedoch konstant (57).
Im Gegensatz dazu wiesen Horibe et al. bei Patienten mit Parodontitis nach
Behandlung einen Rickgang der P. intermedia-Besiedlung sowie der entspre-
chenden IgG-Antikorpertiter im Serum nach (61). Auch bei Patienten mit chroni-
scher Sinusitis maxillaris mit P. intermedia-Beteiligung nahmen die IgG-
Antikdrpertiter nach erfolgreicher antibiotischer Therapie signifikant ab (13). Zu-
satzlich sollte die Beteiligung von P. intermedia an Parodontitiden, oralen Infek-
tionen und Abszessen im HNO-Bereich in diesem Zusammenhang beachtet
werden (41, 69). Wie bereits erwahnt, konnten im Blut von Patienten mit diesen
Erkrankungen ebenfalls Antikdrper gegen das Bakterium nachgewiesen werden
(1, 10, 12). Der Status der in der vorliegenden Arbeit untersuchten CF-
Patienten im Bezug auf die oben genannten Erkrankungen ist nicht bekannt.
Demzufolge kdnnte eine 1gG-Antikdrperbildung gegen P. intermedia bei fehlen-
dem Nachweis des Bakteriums in der Sputumprobe auch durch eine anderwei-
tige Besiedlung oder Infektion der CF-Patienten mit P. intermedia bedingt sein.
Die Untersuchung der IgG-Antikérperbildung gegen P. intermedia bei einer gré-
Beren Gruppe von CF-Patienten ware fur die Aufklarung des Sachverhalts hilf-
reich. Kenntnis Uber die bei den Patienten in der Antikiotikatherapie bisher ver-
wendeten Substanzen ist dabei ebenso von Interesse wie das Vorliegen von

Parodontose oder anderen Erkrankungen mit P. intermedia-Beteiligung.

Die 4 Isolate aus den Patientensputen wiesen bis auf eine Ausnahme keine
Resistenzen gegeniber den getesteten Antibiotika Piperacillin/Tazobactam,
Ampicillin, Clindamycin, Ceftazidim, Meropenem und Metronidazol auf. Ein P.
intermedia-lsolat war lediglich intermediar sensibel gegeniber Ceftazidim. Wie
bereits erwahnt, ist nicht bekannt, ob die genannten Substanzen bei den CF-
Patienten, aus deren Sputen die getesteten Bakterienstdmme isoliert wurden,
bereits angewandt wurden. Worlitzsch et al. stellten fest, dass bei CF-Patienten
mit akuter Exazerbation 58% der im Sputum nachgewiesenen obligaten Anae-

robier Resistenzen gegenuber Piperacillin/Tazobactam, Clindamycin,
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Ceftazidim, Meropenem und Metronidazol aufwiesen. Die Resistenzprofile der
einzelnen Isolate unterschieden sich dabei erheblich (166). Bei MHK-
Bestimmungen oraler und extraoraler P. intermedia-Isolate wies nur eines von
64 Isolaten eine Resistenz gegentber Ampicillin und eines von 76 Isolaten eine
Resistenz gegenuber Piperacillin/Tazobactam auf. Gegenuber Clindamycin und
Metronidazol waren alle getesteten lIsolate sensibel (129). Im Bereich der
Zahnheilkunde wurden von Kulik et al. bei Patienten mit Periodontitis nur bei
wenigen P. intermedia-Stammen Resistenzen gegenuber Clindamycin, Phen-
oxymethylpenicillin und Tetracyclin festgestellt. Eine Zunahme mit der Zeit wur-
de dabei nicht be-obachtet (77). Van Winkelhoff et al. stellten im Bezug auf die
Resistenzlage von P. intermedia-Isolaten aus periodontitischen L&sionen regio-
nale Unterschiede fest (161). Diese Unterschiede wurden von Mé&tto et al. nicht
beschrieben (89). P. intermedia-Isolate von Patienten mit Periodontitis wiesen
im Vergleich mit 50 anaeroben periodontitischen Bakterien die héchsten Resi-
tenzraten im Bezug auf Penicilline auf. Auch hier wurden deutliche interindivi-
duelle Unterschiede festgestellt (79). Penicillin-Resistenzen bei P. intermedia
sind auf eine 3-Lactamase-Produktion zurtckzufuhren, welche in einer
Reihe von bisher veroffentlichten Studien nachgewiesen werden konnte (9, 65,
89, 160). Allerdings scheinen sich oral sowie extraoral isolierte P. intermedia-
Stamme im Bezug auf die R-Laktamase-Bildung nicht zu unterscheiden (89). Da
in der vorliegenden Arbeit nur relativ wenige Patientenstamme untersucht wur-
den, sollten sich Tests mit einer groReren Zahl von P. intermedia-Isolaten von
CF-Patienten anschlie3en, um ein reprasentatives Bild der momentanen Resis-

tenzlage zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Bei der Cystischen Fibrose, der haufigsten autosomal-rezessiv vererbten
Krankheit der kaukasischen Bevdlkerung, kommt den pathophysiologischen
Vorgéangen in der Lunge besondere Bedeutung zu. 80-95% der Patienten ver-
sterben aufgrund von Ateminsuffizienz, welche durch pulmonale bakterielle In-
fektionen bedingt ist. Neben P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophi-
lus influenza, Burkholderia cepacia und Stenotrophomonas maltophila infizieren
anaerobe Bakterien wie P. intermedia die Lungen von CF-Patienten. In der vor-
liegenden Arbeit wurde eine neue Methode zum Nachweis von P. intermedia in
Sputum von CF-Patienten etabliert. Zusatzlich wurden Antikdrper gegen das
Bakterium im Serum der Patienten bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass
P. intermedia durch FISH mit der PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA* direkt in
Sputumproben von CF-Patienten detektiert werden kann. Der Nachweis durch
die PNA-Sonde ist nicht spezifisch, da auch das Bakterium P. nigrescens detek-
tiert wird. Durch ,Prevotella Genus PNA® wurden in 40% der Sputumproben P.
intermedia/P. nigrescens nachgewiesen. Nach erfolgreicher Isolation von 4
Stammen wurde das Ergebnis durch das Anaerobiernachweissystem ,Rapid ID
32 A® bestatigt. Die Differenzierung zwischen P. intermedia und P. nigrescens
erfolgte durch MALDI-TOF-MS und DNA-Sequenzierungsanalysen. Dabei wur-
den 2 Isolate als P. intermedia und die beiden ubrigen als P. nigrescens und P.
melaninogenica identifiziert. Bei der Resistenzbestimmung gegentiber Ampicil-
lin, Clindamycin, Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Meropenem und Metro-
nidazol wiesen die Isolate bis auf eine Ausnahme keine Resistenzen auf. Ledig-
lich ein P. intermedia-Isolat zeigte sich intermediar sensibel gegenuber
Ceftazidim. In den Serumproben der CF-Patienten wurden mittels ELISA im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhohte IgG-Antikorpertiter
gegen P. intermedia festgestellt. Dabei waren sowohl die IgG-Serumtiter der
CF-Patienten mit als auch ohne pulmonale P. aeruginosa-Besiedlung im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht. Alle CF-Patienten, in deren
Sputumprobe P. intermedia gefunden wurde, wiesen deutlich erhéhte 1gG-Titer

gegen das Bakterium auf.
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In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass P. intermedia
durch die PNA-Sonde ,Prevotella Genus PNA® direkt im Sputum von CF-
Patienten nachweisbar ist, was fir die Diagnostik von entscheidendem Vorteil
ist. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sich das Immunsystem der Patien-
ten in Form einer 1gG-Antikdrperbildung aktiv mit dem Bakterium auseinander-
setzt, was einen wichtigen Aspekt fur das Verstandnis des Verlaufs der Patho-

genese der Lungenerkrankung bei CF darstellt.
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