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Abstract

Die Frage nach adaquaten mikrobiologischen und molekulargenetischen Methoden, um
die Kolonisation des Respirationstrakts von Mukoviszidose-Patienten mit Pseudomonas

aeruginosa nachzuweisen und zu charakterisieren, wird kontrovers diskutiert.

Von 38 klinisch stabilen Patienten mit cystischer Fibrose (CF) wurden sequentiell im
Abstand von 18 Monaten Proben aus Rachenabstrich, Sputum und Bronchiallavage
(BAL) entnommen und bezlglich Pseudomonas-Nachweis untersucht. Die
Pseudomonas-Stamme wurden mittels Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-
Analyse und Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) von DNA-Makrorestriktionsfragmenten
typisiert und bezuglich der Frage nach genetisch divergierenden Isolaten innerhalb des
selben Individuums sowie nach moglichen longitudinalen genetischen Veranderungen

evaluiert.

Sensitivitat, negative und positive pradiktive Werte und Spezifitdt, um eine P.
aeruginosa-Besiedlung zu erkennen, waren 36%, 74%, 83% und 96% im Falle der
Kulturen aus dem Oropharynx von nicht-expektorierenden Patienten und 92%, 94%,
100% und 100% fur Sputumkulturen von expektorierenden Probanden. RAPD-Analyse
und PFGE waren in der Lage, zwischen unterschiedlichen Pseudomonas-Stammen zu
diskriminieren, wobei nur die DNA-Makrorestriktion zwischen Subtypen unterscheiden
konnte. Die Genotypen der Pseudomonas-lsolate aus Rachenabstrich und Sputum
divergierten in 55% und 40% zu den Isolaten der BAL. Longitudinale Variationen des
Genotyps wurden in 62% der Falle beobachtet, die Halfte davon war nur mittels

bronchoskopisch gewonnener Proben erkennbar.

Zusammengefasst besitzen Sputumproben bezlglich des Pseudomonas-Nachweises
dieselbe Wertigkeit wie Kulturen aus der BAL, wahrend Rachenabstriche in einer frihen
Krankheitsphase fiur die Charakterisierung der bakteriellen Flora des unteren
Respirationstrakts wenig geeignet sind. Die Methode der DNA-Makrorestriktion kann als
zuverlassige Technik fur epidemiologische Untersuchungen empfohlen werden.
Unterschiedliche Genotypen innerhalb desselben Individuums und longitudinale
genetische Alterationen sind haufig, jedoch unter Umstanden nur bronchoskopisch
nachweisbar.
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Abstract

There is controversy about adequate specimen to detect and characterise colonisation

of cystic fibrosis (CF) airways by Pseudomonas aeruginosa.

Oropharyngeal, sputum and bronchoalveolar lavage (BAL) samples were evaluated
sequentially from 38 stable CF patients for the detection of P. aeruginosa.
Pseudomonas strains were typed by random amplified polymorphic DNA (RAPD)
analysis and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of DNA macrorestriction
fragments. The occurrence of genetically different isolates within the same host and

longitudinal variations in the genotype during repeated examinations was assessed.

Sensitivity, negative and positive predictive values and specificity to detect P.
aeruginosa were 36%, 74%, 83% and 96% for oropharyngeal cultures in non-
expectorating patients and 92%, 94%, 100% and 100% for sputum cultures from
expectorating patients, respectively. RAPD analysis and PFGE were suitable to
characterize P. aeruginosa CF isolates, although only DNA macrorestriction was able to
distinguish between identical and closely related strains. Genotypes of Pseudomonas
isolates recovered from oropharyngeal swabs and sputum differed to the strains
recovered by bronchoscopy in 55% and 40%, respectively. In 62% longitudinal
variations in the genotype occurred. Half of these alterations were only detectable from

bronchoscopically obtained samples.

In conclusion, sputum samples have the same value as specimens from BAL to detect
P. aeruginosa colonisation, whereas cultures from the oropharynx are not suitable for
characterising the bacterial conditions in the CF lungs in an early disease state. DNA
macrorestriction is recommended as an excellent tool for epidemiological investigations.
Different genotypes within the same host and longitudinal genetic alterations are

common and may be detectable in the BAL fluid exclusively.
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1 Einleitung
1.1  Stand der Forschung

1.1.1 Cystische Fibrose: Historisches

Woe to that child which when kissed on the forehead tastes sally.

He is bewitched and soon must die.”

Diese aus dem europaischen Raum stammende Uberlieferung belegt, dass bereits seit
dem frihen 17. Jahrhundert ein typisches Symptom der Mukoviszidose, namlich der
hohe Salzgehalt des Schweiles, bekannt und gefirchtet war (1, 2). Dennoch sollte es
bis zum Jahr 1936 dauern, dass der Schweizer Physiologe Fanconi erstmals eine
klinische Beschreibung des ,Coeliakiesyndroms bei angeborener zystischer
Pankreasfibromatose und Bronchiektasen“ dem medizinischen Kollegium prasentierte
(3). Zwei Jahre spater veroffentlichte die amerikanische Pathologin Anderson ihre
Untersuchungen an verstorbenen Kindern, welche unter Destruktion des Pankreas und
Infektionen mit Zerstérung des Lungengewebes litten, und gab der ,zystischen
Pankreasfibrose” ihren noch heute gebrauchlichen Namen (4). Der in Deutschland und
einigen anderen europaischen Landern daneben verwendete Name ,Mukoviszidose®
geht auf die Ausfuhrungen von Farber 1945 zuruck, der eine generalisierte Eindickung
der Sekrete bei dem neu beschriebenen Krankheitsbild konstatierte (5). Das
pathophysiologische Korrelat zu dieser Beobachtung lieferte 1953 Di Sant” Agnese, als
er den hohen Natriumchloridgehalt des Schweil3es bei Patienten mit cystischer Fibrose
(CF) beschrieb (6) und damit den Grundstein fur den Goldstandard der CF-Diagnostik,
den Schweildtest nach Gibson und Cooke (7), legte. Die Entdeckung des Cystic-
Fibrosis-Transmembrane-Conductance-Regulator (CFTR)-Gens auf Chromosom 7 (8),
welches fur einen Chloridionenkanal codiert (9), schuf schliel3lich 1989 die Grundlage
fur die heutige molekularbiologische Diagnostik der Mutationsanalyse, wobei
mittlerweile Uber 1000 Mutationen des CFTR-Gens bekannt sind (10). Dass der
interindividuell sehr heterogene pulmonale Verlauf der Erkrankung jedoch nicht nur vom
CFTR-Genotyp, sondern wahrscheinlich auch von so genannten ,modifier genes*®
abhangt, ist eine der wesentlichsten Erkenntnisse der aktuellen molekulargenetischen

Forschung (11).
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1.1.2 Pathophysiologie der Atemwege

Progressive Infektion und chronische, durch Neutrophile vermittelte Inflammation der
tieferen Atemwege mit fortschreitender Destruktion des Lungengewebes und
konsekutiver respiratorischer Insuffizienz stellen auch heute noch die Hauptursache flr
die reduzierte Lebensqualitat und Lebenserwartung der Mukoviszidose-Patienten dar
(12).

Die Mukoviszidose ist eine generalisierte Stérung des sekretorischen Epithels aller
exokrinen Drisen. Die Mutationen im CFTR-Gen l6sen den Basisdefekt des gestorten
Salz- und Wassertransports aus. Fehlendes oder defektes CFTR-Protein vermindert die
Chloridpermeabilitat der Apikalmembran der exokrinen  Epithelzelle. Am
Bronchialepithel stellt die inadaquate NaCl-Sekretion und die damit verbundene erhdhte
Viskositat, relative Wasserarmut und eingeschrankte mukoziliare Clearance der Sekrete
einen wesentlichen Pathomechanismus dar. Zellularer und bakterieller Debris,
insbesondere hochmolekulare DNA, sowie proteolytische enzymatische Prozesse,
Antikorperproduktion und Sauerstoff-Radikalbildung sind weitere wichtige Komponenten
der komplexen pathologischen Vorgange in den Atemwegen (13). Die bakterielle Flora
des Respirationstrakt von CF-Patienten ist charakteristisch und schliet neben
Staphylococcus aureus, Hdémophilus influenzae und Problemkeimen wie Burkholderia
cepacia oder Stenotrophomonas maltophilia typischerweise einen zunachst nicht
mukosen, spater ein mucoides Exopolysaccharid (Alginat) produzierenden Phanotyp
der Spezies Pseudomonas aeruginosa ein (14). Trotz einer Vielzahl experimentell
gewonnener Erkenntnisse sind die genauen Ursachen, warum die Atemwege von CF-
Patienten gerade fur diese Bakterien so empfanglich sind, weiterhin nicht restlos
geklart, ebenso wie die Frage, ob die bereits in einer frihen Krankheitsphase
nachweisbaren entziindlichen Veranderungen in erster Linie Folge von Infektionen sind

oder durch das mutierte CFTR-Protein selbst hervorgerufen werden (13).

1.1.3 Pulmonale Infektion mit P. aeruginosa

Das obligat aerobe, gramnegative Stabchenbakterium P. aeruginosa kommt ubiquitar in
der Erde und im Wasser vor. Es ist durch eine polare Begeil3elung beweglich und bildet

die Pigmente Pyocyanin und Fluorescein. Humanpathogene Bedeutung erhalt es als
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opportunistischer Infektionserreger bei abwehrgeschwachten Patienten. Bei CF-
Patienten gelingt es dem Bakterium durch Ausbildung und kontinuierliche Anpassung
multipler Virulenzfaktoren, die Abwehrmechanismen des Wirtes zu Uberwinden und
sich, trotz wiederholter aggressiver Antibiotikatherapie, dauerhaft in den Atemwegen zu
etablieren (22). Wichtige Komponenten sind hierbei Biofilmbildung (15, 24), genetische
Hypermutabilitat (16), multiple Antibiotikaresistenz, phanotypische
Anpassungsvorgange wie Alginat- und Pilusbildung oder Motilitatsverlust (14), und die
Sekretion von Exoprodukten, unter anderem Elastase, alkalische Protease und
Exotoxin A (17). Untersuchungen des bakteriellen Genotyps haben gezeigt, dass
genetisch unterschiedliche P. aeruginosa-Stamme einen gemeinsamen Phanotyp
entwickeln kdnnen, was als Ausdruck dieser Anpassungsvorgange angesehen wird
(23). Aber auch verschiedene Wirtsfaktoren, unter anderem die salzabhangige
Inaktivierung antimikrobiell wirkender Peptide des Atemwegssekrets, der Defensine
(18), oder die durch die CFTR-Mutation bedingte Ausbildung von Pseudomonas-
Rezeptoren, beispielsweise auf epithelstandigen Gangliosiden (19), erleichtern den
Erregern ihre Persistenz. Als chronische Infektion wird hierbei der Nachweis von P.
aeruginosa Uber mindestens 6 Monate auf der Basis von Sputumkulturen, welche in
mindestens einmonatigen Abstanden entnommen wurden, zusammen mit klinischen
Zeichen einer Infektion oder eines histologisch erkennbaren Gewebsschadens definiert

(20). Haufig findet man deutlich erhdhte Pseudomonas-Antikorpertiter im Serum (22).

1.1.4 Mikrobiologische Probengewinnung

Bereits in einer sehr frihen Krankheitsphase sind sowohl entziindliche Veranderungen
als auch bakterielle Infektionen der Atemwege bei CF-Patienten nachweisbar (21, 25,
26). Wahrend die Pravalenz der S. aureus-Infektion mit dem Lebensalter abnimmt,
gewinnt die Besiedlung mit P. aeruginosa zunehmend an Bedeutung (22). Die
pulmonale Pseudomonas-Infektion fuhrt zu einer vermehrten Entzindung im Bereich
der Atemwege und hat bereits im Kleinkindesalter einen negativen Effekt auf den
Verlauf der Lungenfunktion (27). Hohe Spiegel an Zytokinen, neutrophilen Granulozyten
und leukozytaren Proteasen als Ausdruck der korpereigenen Immunabwehr sind hierbei
mafgeblich an der fortschreitenden Zerstorung des Lungengewebes beteiligt (14). Ein

besonderer klinischer Focus liegt deshalb in der frihzeitigen Erkennung und
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aggressiven antibiotischen Behandlung der pulmonalen Kolonisation mit P. aeruginosa,
um eine chronische Infektion, und damit Inflammation der Atemwege moglichst lange zu
verzogern (22). Zur mikrobiologischen Diagnostik werden hierzu Proben aus dem
Oropharynx oder Sputumproben gewonnen. In einem frlhen Stadium der
Lungenerkrankung sind viele Patienten allerdings nicht in der Lage, Sputum zu
expektorieren, wahrend sputumproduzierende Patienten mit fortgeschrittener Infektion
haufig nur unzureichend auf die in-vitro sensibel getesteten Antibiotika ansprechen.
Mehrere Studien, welche die Erregergewinnung bei CF-Patienten mittels
Bronchiallavage (BAL) mit Proben aus dem Rachenabstrich verglichen, lieferten
Hinweise auf eine Uberlegenheit der Bronchoskopie bezliglich der Sensitivitat und der
Spezifitat des Erregernachweises aus den tieferen Atemwegen (28, 29, 30, 31, 32). Die
BAL gilt daher in bezug auf die mikrobiologische Probengewinnung derzeit als
Goldstandard. Auf der anderen Seite wird BAL-Sekret nur von einem oder ein paar
wenigen Orten des Bronchialsystems gewonnen, so dass Uber die bakterielle Flora der
anderen Lungenabschnitte keine Aussage gemacht werden kann (14). Die
Sputumgewinnung hat hier den theoretischen Vorteil, mdglicherweise mehrere
unterschiedliche Kompartimente des tiefen Atemtraktes zu reprasentieren. Insgesamt
gesehen ist die Datenlage, insbesondere in bezug auf die Wertigkeit von Sputumproben
jedoch widerspruchlich, da die Ergebnisse vom Alter der Patienten und dem
Schweregrad der Erkrankung abhangen. DarUber hinaus verwenden die meisten
epidemiologischen Studien flr lhre Untersuchung Rachenabstrich- oder Sputumproben,
ohne dass die Reprasentativitat dieser Materialien fir die bakteriologische Flora der

tiefen Atemwege bisher belegt ist.

1.1.5 Typisierung von P. aeruginosa

Wenn zwei oder mehrere phanotypisch identische Pseudomonaden parallel aus
verschiedenen Kompartimenten des Respirationstrakts nachgewiesen werden, bedeutet
dies nicht, dass es sich hierbei um genetisch identische Isolate handelt oder beide
Isolate von dem selben Klon abstammen. Bis vor etwa 10 Jahren versuchte man, die
bakteriellen Isolate anhand phanotypsicher Charakteristika zu differenzieren. Die
diversen Methoden der Phanotypisierung beruhten in erster Linie auf der Serospezifitat

der Lipopolysaccharide (Serotypisierung), dem Profil der Bacteriocin-Produktion
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(Pyocintypisierung), der Profilanalyse der aulseren Membranproteine (outer membrane
protein profil analysis) und der Empfindlichkeit auf Phagen oder Antibiotika (33, 34, 35,
36, 37), liellen jedoch keinen Ruckschluss auf den Genotyp der Isolate zu. Um die
verschiedenen Stamme und Subtypen auf molekulargenetischer Basis voneinander
unterscheiden zu kdnnen, wurden in den letzten Jahren zahlreiche molekulargenetische
Methoden entwickelt. Dazu gehoren diverse RFLP- und PCR-basierte Typisierungen
der rRNA-Genregionen (Ribotyping), des Plasmids, des Gesamtgenoms, und von
spezifischen DNA-Proben wie das Exotoxin A Gen (36, 38, 39, 40, 41). Es zeigte sich
schnell, dass in bezug auf die Typisierung von P. aeruginosa die genetischen
Typisierungsmethoden gegenuber den herkdmmlichen Phanotypisierungen sowohl im
Hinblick auf Diskriminierung als auch Reproduzierbarkeit Uberlegen waren (35, 37, 39,
42,43, 44).

Allerdings besteht bis heute kein Konsensus Uber eine optimale Typisierungsstrategie
oder —methode (45). Unter den derzeit gangigen Techniken gilt die DNA-
Makrorestriktions-Analyse, auch Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP)
genannt, als eine der sensitivsten, spezifischsten und zuverlassigsten Methoden, um
klonale Verwandtschaftsverhaltnisse zu determinieren (23, 35, 46, 47, 48, 49, 50). Fir
die Genotypisierung von P. aeruginosa-Isolaten von CF-Patienten stellt die Aufspaltung
der genomischen DNA unter Verwendung der Restriktions-Endonukleasen Spe I, Dra |
oder Xba | mit anschlielender Auftrennung der Restriktionsfragmente mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE) eine der anerkannten Methoden dar (29, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57). In jungster Zeit wurde unter anderem mit Hilfe dieser Technik mit der Kartierung
von Pseudomonas-Stammen begonnen (58). Eine andere, auf der Polymerase-
Kerttenreaktion (PCR) basierende Methode, die Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD)-Analyse, wurde ebenfalls flr die zuverlassige Typisierung von P. aeruginosa
herangezogen (44, 46, 53, 55, 56, 59, 60, 61, 62). Fur diese Methode werden in der
Literatur teilweise auch die Bezeichnungen Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaktion (AP-PCR), DNA Amplification Fingerprinting (DAF) oder PCR Fingerprinting

verwendet.

In den letzten Jahren wurden viele epidemiologische Untersuchungen bei CF-Patienten

mit Hilfe molekulargenetischer Typisierungsmethoden durchgefiihrt. Im Focus standen

hier vor allem Fragen nach Infektionsquelle bzw. Transmission von P. aeruginosa (51,
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55, 56). Unklar blieb bisher jedoch, ob innerhalb der Atemwege desselben Individuums
mehrere Pseudomonas-Stamme koexistieren, und ob Veranderungen auf der Ebene

des bakteriellen Genoms fur die Alteration des Phanotyps verantwortlich sind.

1.2 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Evaluierung von mikrobiologischen Proben aus
Rachenabstrich und Sputum im Vergleich zur BAL von Patienten mit cystischer Fibrose
und milder Lungenerkrankung in bezug auf Sensitivitat, Spezifitdt und pradiktive
Wertigkeit des Nachweises von P. aeruginosa. Hierzu wurden bei 38 an Mukoviszidose
erkrankten Kindern und Jugendlichen zu zwei Untersuchungszeitpunkten im Abstand
von 18 Monaten mikrobiologische Kulturen aus den Atemwegen entnommen und
analysiert. DarUber hinaus wurde die Frage nach dem Auftreten von genetisch
unterschiedlichen Isolaten in den Atemwegen desselben Individuums und die
Beurteilung der genetischen Variabilitat der Pseudomonas-Isolate in sequentiellen
Probenentnahmen untersucht. Die Genotypisierung der Pseudomonas-Isolate erfolgte
mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese von RFLP-Fragmenten sowie mittels RAPD-Analyse
des bakteriellen Genoms. Gleichzeitig wurden Diskriminationsfahigkeit und
Reproduzierbarkeit beider Methoden verglichen und eine Empfehlung fur die
Typisierung von P. aeruginosa-lsolaten aus den Atemwegen von CF-Patienten

formuliert.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv, Ein- und Ausschlusskriterien

38 Patienten der Kinderklinik der Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus
Virchow-Klinikum, und des Dr.-von-Haunerschen Kinderspitals der Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen wurden zwischen Juni 1996 und Juli 1999 untersucht. Alle
Patienten nahmen and der multizentrischen BEAT (Bronchoalveolar lavage for
Evaluation of Anti-inflammatory Treatment)-Studie teil, die das Ziel hatte, prospektiv den
naturlichen Verlauf der bronchialen Inflammation bei klinisch stabilen CF-Patienten mit
normaler Lungenfunktion zu evaluieren und den Einfluss von Dornase alpha zu
untersuchen (63, 64). Patienten tber 4 Jahren mit einer FEV von mindesten 80% des
Solls wurden in die Studie eingeschlossen, wahrend die Behandlung mit anti-
inflammatorischen Substanzen wie Ibuprofen oder systemischen und inhalativen
Kortikosteroiden, sowie der Nachweis einer allergischen bronchopulmonalen
Aspergillose und ein Shwachman-Score von unter 55 Punkten Ausschlusskriterien
darstellten. Die Probanden mussten auflerdem in den letzten 6 Wochen vor der ersten
BAL frei von respiratorischen Infekten und pulmonalen Exazerbationen gewesen sein
und durften in diesem Zeitraum keine intravends applizierten Antibiotika oder
systemisch verabreichten Quinolone erhalten haben. Lungenfunktionsuntersuchungen
wurden wahrend des Beobachtungszeitraums in dreimonatlichen Abstanden
durchgefuhrt. Bei nachgewiesener Pseudomonas-Infektion wurde den Patienten
inhalativ. Tobramycin, falls sensibel, oder Colistin Uber ein Jahr verabreicht (n=4).
Pulmonale Exazerbationen wurden mit Intravendésen Cephalosporinen und

Aminoglykosiden behandelt (n=6).

Die Studie wurde von den Ethik-Kommissionen der beteiligten Zentren positiv beurteilt.

Ein schriftliches Einverstandnis der Eltern und/oder der Patienten lag vor.

2.2 Probenentnahme
2.2.1 Untersuchungszeitpunkte, Art der Proben

Mikrobiologische Proben wurden zu zwei Untersuchungszeitpunkten im Abstand von 18
Monaten (t; und tp) aus Rachenabstrich, Sputum und BAL gewonnen. Patienten, die

kein Sputum produzieren konnten, erhielten lediglich einen Rachenabstrich und eine
-17 -



BAL. Die Rachenabstriche wurden von einer erfahrenen Ambulanzschwester in einem
standardisierten Verfahren aus dem tiefen Oropharynx einschliellich Zungengrund,

Tonsillen und Rachenwand entnommen.

2.2.2 Bronchiallavage

Bronchoskopie und BAL wurden nach dem Protokoll der BEAT-Studie durchgefuhrt
(63). Um das Verfahren zu standardisieren, wurden die Bronchoskopien in jedem
Zentrum von dem selben Untersucher durchgefihrt. Verwendet wurde ein flexibles
Bronchoskop mit einem Auflendurchmesser von 3,5 mm bei Patienten unter einem Alter
von 10 Jahren und 4,9 mm bei Patienten ab 10 Jahren. Topische Anasthesie wurde vor
dem Eingriff mittels Inhalation von 2 - 4 ml einer 4%igen Lidocain-Losung erzielt. 1 - 4
ml einer 1%igen Lidocain-Losung wurden beim Einfuhren des Bronchoskops in die
Atemwege instilliert. Die Sedierung erfolgte mit einer Kombination von Midazolam (0,2 -
0,3 mg/kg Korpergewicht) und Propofol (initiale Dosis 2 mg/kg Korpergewicht,
Wiederholungsdosen je 10 mg). Das Bronchoskop wurde bei allen Patienten in die
Lingula oder eines ihrer Segmente vorgeschoben. Die BAL wurde mit 3 mi/kg
Koérpergewicht angewarmter physiologischer Kochsalzlésung durchgefihrt. Bei Kindern
unter 20 kg Korpergewicht wurden 3 x 1 ml/kg physiologischer Kochsalzlosung instilliert
und sofort vorsichtig manuell abgesaugt. Bei Kindern ab 20 kg Kérpergewicht wurde die
BAL mit 20 ml-Aliquoten bis zu einem Gesamtvolumen von 3 ml/kg Koérpergewicht
durchgefuhrt.

2.2.3 Mikrobiologische Anzucht und Identifizierung

Mikrobiologische Kulturen wurden vor der Filtration aus den ersten 2 ml der BAL-Probe
gewonnen und auf Columbia-Agar aufgebracht. Unabhangig von der Bakterienanzahl
wurde jeglicher Keimnachweis als pathologisch eingestuft und dokumentiert, was der
Vorgehensweise friherer Studien an CF-Patienten entsprach (28). Die
Bakterienkulturen wurden mit Hilfe des API 20 NE-Systems (Bio Mérieux, Marcy-Etoile,
Frankreich) identifiziert. Einzelkolonien von allen phanotypisch unterscheidbaren
Isolaten derselben Kultur wurden fur die weiteren Untersuchungen ausgewahlt. Die

Isolate wurden bei -80°C eingefroren. Flr die Genotypisierung wurden die Kolonien auf
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McConcey Agar Uber Nacht bei 37°C rekultiviert.

Die mikrobiologischen Untersuchungen und die Genotypisierung wurden im Institut far
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Charité - Universitatsmedizin Berlin und im
Max-von-Pettenkofer-Institut fir Mikrobiologie und Hygiene der Ludwigs-Maximilians-

Universitat Minchen durchgeflnhrt.

2.3 Genotypisierung (Genetisches Fingerprinting)
2.3.1 Phenol-Chlorophorm-Extraktion der genomischen DNA

Nach Anzucht der Isolate auf McConcey-Agar wurde je eine P. aeruginosa-Kolonie in
700 pl TE (Tris-EDTA)-Puffer (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) eingebracht und nach
Zugabe von 4 mg/ml Lysozym fur 10 min bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurde das
Lysat mit 280 ul EDTA 0,5 M (pH 8,0) fur 20 min bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 50
ul SDS 10% (Endkonzentration 0,5%) und 0,2 mg/ml RNAse wurde die Losung erneut
fur 30 min bei 55°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 0,2 mg/ml
Proteinase K und eine weitere Inkubation fur 2 h bei 55°C. Nach Addition von 1
Volumen gepuffertem Phenol wurde die Lésung bei Raumtemperatur flr 10 min leicht
geschwenkt und dber 15 min mit 10000 rpm zentrifugiert. Die Oberphase wurde
abgenommen, mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) gemischt und fur 13
min mit 130000 rpm zentrifugiert. Zur Oberphase wurde 1 Volumen Isopropanol
gegeben und das Gemisch mit 1/10 Volumen Natriumacetat versetzt. Die Suspension
wurde uber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlief3end fur 30 min erneut mit 13000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde 2 x mit 70%-igem Ethanol bei 4°C gewaschen, dann 5
bis 10 min vakuumgetrocknet und in 200 pl TE-Puffer resuspendiert. Die DNA wurde
uber Nacht bei 4°C geldst. Im Anschluss erfolgte die Konzentrationsbestimmung mittels
Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm und die
Konzentrationseinstellung auf 10 ng DNA/ul TE-Puffer. Bis zur weiteren Verarbeitung
erfolgte die Lagerung der DNA-Proben bei 4°C.
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2.3.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Analyse

Sechs Primer wurden initial in bezug auf ihre Diskriminationsfahigkeit zwischen
unterschiedlichen Pseudomonas-Isolaten und Reproduzierbarkeit in wiederholten
Untersuchungen evaluiert. Der Primer M13 core zeigte in anderen Studien eine hohe
diskriminative Kapazitat flr eine Reihe von Bakterienisolaten (46, 59, 60, 65, 66). Die
Verwendung des Primers M13 uni fur P. aeruginosa und andere Pathogene ist ebenfalls
beschrieben (66). Die Primer (GTG)s und T3B wurden in unserem Labor mehrfach fur
die Typisierung verschiedener Mikroorganismen verwendet (65, 67, 68, 69). Fur die
RAPD von P. aeruginosa wurde von einer anderen Arbeitsgruppe der Gebrauch von 10-
mer-Primern, wie 208 oder 272, vorgeschlagen (53). Alle Primer wurden Uber TIB
Molbiol, Berlin bezogen. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze und die PCR-

Protokolle fur alle verwendeten Primer zeigt Tabelle 1.
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Tabelle 1: PCR-Reaktionsgemische und PCR-Protokolle fir 50 pl-Ansatze.

T3B (GTG)s M13 core M13 uni 10-mer

Reaktionsgemisch
DNA 10 ng 50 ng 25ng 25ng 80 ng
Primer 10 pmol 5 pmol 25 pmol 25 pmol 80 pmol
Polymerase” 25U 25U 25U 25U 20U
dNTP’s 200 pmol 200 pmol 200 pmol 200 pmol 250 pmol
MgCl; (1.5 mM) 3 ul 3 ul 3 ul 3l 1,5 pl
Puffer® 5 ul 5ul 5ul 5ul 5ul
PCR-Protokolle

1 Zyklus: 1 Zyklus: 1 Zyklus: 1 Zyklus: 4 Zyklen:
Denaturierung 2°95°C 2°95°C 2°95°C 2°95°C 57°94°C
Annealing - - - - 5°36°C
Elongation - - - - 5°72°C
~ 322Zyklen: 32Zyklen: 27 Zyklen: 32 Zyklen: 30 Zyklen:
Denaturierung 20795°C  207795°C 20795°C 2077 95°C 607" 94°C
Annealing 307"562°C 30750°C 60750°C 40756°C 60" 36°C
Elongation 80" 72°C 807 72°C 207 72°C 80 72°C 1207 72°C
Final Extension ~ 6°72°C 6 72°C | 6'72°C | 6"'72°C | 6" 72°C

AAmpliTaq DNA-Polymerase (Perkin-Elmer, Branchburg, New Jersey, USA), ®10 mM
Tris-Cl (pH 8,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,001% Gelatine

Die Reaktionsansatze wurden mit 25 pl Mineraldl beschichtet und mit einem Perkin-
Elmer Cetus DNA Thermocycler (Modell Gene-Amp PCR System 9600) amplifiziert.
Nach Hervorholen der PCR-Produkte unter dem Mineraldl wurden diese mittels
Vakuum-Zentrifuge (Eppendorf Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg) tber 23 min
auf 25ul eingeengt und anschlieRend mit je 3 ul Stop-Lésung (fur 30 ml: 15 ml Glycerin,
30 mg Bromphenolblau, 6 ml 0,5 M EDTA, 0,3 ml 1 M Tris-Puffer, pH 8,0) versetzt. Im
Anschluss wurden die Proben inklusive einem Standardmarker (1 kb-Leiter) und einem
laborinternen P. aeruginosa-Referenzstamm auf ein 1%-Agarosegel [2 g Pharmacia-
Agarose (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), 20 ml 10 x TBE-Puffer (fir 1 I: 108
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g Trishydroxymethylaminomethan, 55 g Borsaure, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0), 180 ml
aqua bidest] aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung (Laufpuffer 0,5 x TBE)
erfolgte Uber 5 h bei U = 100 V. Danach wurden die Proben uUber 10 min mit
Ethidiumbromid gefarbt und einer nochmaligen Elektrophorese flir 15 min bei 125 V
unterzogen. Die Gele wurden mit einer Polaroid-Kamera photographiert und visuell

analysiert.

Der Verwandtschaftsgrad der RAPD-Fingerprints wurde nach dem Dice-Koeffizienten
berechnet (52). Zwei Isolate sind demnach als verwandt einzustufen, wenn sie
mindestens 80% Ubereinstimmung in ihren Bandenmustern zeigen. Um Artefakte

auszuschliel3en, wurden alle Proben zweifach amplifiziert.

2.3.3 DNA-Makrorestriktion und Pulsfeld-Gelelektrophorese

Die Methode wurde nach einem bereits beschriebenen Protokoll durchgefuhrt (51), mit
einigen wenigen Modifikationen. Nach Anzucht der Isolate auf McConcey-Agar wurde je
eine Bakterienkultur in 10 ml TSB (Tryptone soya broth = Caseinpepton-Sojamehl-
Pepton-Ldsung) resuspendiert und tber Nacht bei 37°C bis zu einer optischen Dichte
von 0,7 (A = 590 nm) bebritet. Die Kulturen wurden mit 100 ul 0,5 M EDTA auf Eis
inkubiert und anschlieend bei 4°C fur 3 min mit 10000 rpm zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg). Das Pellet wurde zuerst mit 1 ml SE (sodium
chloride/EDTA)-Puffer (75 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) einmal bei 4°C gewaschen
und erneut zentrifugiert. Danach wurde das Pellet nochmals gewaschen und in 100 pl
SE-Puffer (75 mM NaCl, 0,5 M EDTA, pH 7,4) resuspendiert. Anschlie3end wurde die
Bakteriensuspension auf 55°C erhitzt und mit 100 ul 2% low-melting-point-Agarose
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA) gemischt, in Bldckchen gegossen
und Uber 20 min bei 4°C zum Erstarren gebracht. Die Agarosebléckchen wurden in 1 ml
SLS (sodium chloride/Na-lauroyl-sarcosine)-Puffer (0,5 M NaxEDTA, Na-
Lauroylsarcosin 1%, pH 9,5) und 0,5 mg/ml Proteinase K uUber 15 h bei 55°C unter
leichtem Schatteln inkubiert. Nach funfmaligem Waschen der Bléckchen in TE-Puffer
bei 4°C (Abstand der Waschungen 1,5 - 2 h) wurde zu einem etwa 2 x 5 mm grof3en
Stlck Agaroseblockchen je 78,5 ul aqua bidest, 20 ul 10 x Puffer und 1,5 ul (15 U) Spe
| (Boehringer, Mannheim) gegeben und fur 15 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde das
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Puffergemisch entfernt und die Reaktion mit TE-Puffer gestoppt. Die Proben wurden,
inklusive  einem  laboreigenen P. aeruginosa-Referenzstamm und einem
Standardmarker (DNA size A-ladder [Boehringer, Mannheim]), auf ein 1%-Agarosegel
(2 g Seakem Gold Agarose fur PFGE [Bio-Products, Rockland, Maine, USA], 10 ml 10 x
TBE-Puffer, 190 ml aqua bidest) aufgetragen und die Slots mit 2% low-melting-point-
Agarose aufgefullt. Im Anschluss erfolgte die Elektrophorese (Chef-DRII System, Bio-
Rad Laboratories, Richmond, Kalifornien, USA, Laufpuffer 0,5 x TBE) Gber 24 Stunden
unter den folgenden Bedingungen: U = 200 V, | ~ 0,1 A (6 V/cm), initial time = 1,0 s,
final time = 25 s, T = 12°C, included angel = 120°. Das Gel wurde Uber 15 min in
Ethidiumbromid gefarbt, mit einer Polaroid-Kamera photographiert und visuell

analysiert.

Alle Pseudomonas-Isolate wurden zweifach typisiert, um Artefakte auszuschlieen. Der
Verwandtschaftsgrad zwischen den Bandenmustern der unterschiedlichen Isolate
wurde nach den von Tenover et al. Vorgeschlagenen Kriterien beurteilt und interpretiert
(54). Hiernach werden Isolate als nah verwandt angesehen, wenn sie sich in nicht mehr
als drei PFGE-Banden unterscheiden. Fingerprints mit einem Unterschied im
Bandenmuster von vier bis sechs Banden werden als moglich verwandt eingestuft,
wahrend Stdamme mit mehr als sechs Unterschieden im Bandenmuster als genetisch

unverwandt gelten.

Fir die interne Qualitatskontrolle und die Vergleichbarkeit der Gele wurde bei beiden
beschriebenen Typisierungsmethoden auf jedem Gel ein klinischer P. aeruginosa-

Referenzstamm aus unserem Labor mitgefuhrt.

2.4 Auswertung der Ergebnisse und Biometrie

Sensitivitat, Spezifitat und pradiktive Werte der mikrobiologischen Proben aus
Rachenabstrich (Nicht-Sputumproduzenten) und Sputum (Sputumproduzenten) fur den
Nachweis einer Pseudomonas-Besiedlung der tiefen Atemwege wurden berechnet,
wobei die simultan durchgefluihrte BAL als Goldstandard definiert wurde. Die Daten

beider Untersuchungszeitpunkte wurden flr die Analyse gepoolt.
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Die Fahigkeit der Primer und Enzyme, zwischen unterschiedlichen Isolaten zu
diskriminieren, wurde als das Verhaltnis zwischen der Anzahl der Isolate, fur die ein
Bandenmuster generiert werden konnte, und der Anzahl der getesteten Stamme
definiert. Die Reproduzierbarkeit wurde anhand der Isolate drei zufallig ausgewahlter
Patienten (Nr. 3, 5 und 7) durch dreimalige Repetition beider Typisierungsmethoden
untersucht und mit Hilfe des nicht-parametrischen Wilcoxon-Tests fur gepaarte Proben

analysiert; p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

-24 -



3 Ergebnisse
3.1 Mikrobiologische Kulturen und Lungenfunktionsdaten

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns betrug das mittlere Alter der Patienten 14,2 Jahre
(5,2 - 34,2 Jahre), die mittlere FEV4 lag bei 95% des Solls (80% - 120%). Bei 18 der 38
Patienten (Pravalenz 47,4%) wurde zu mindestens einem Zeitpunkt in mindestens einer
Kultur P. aeruginosa in den Atemwegen nachgewiesen. In Tabelle 2 sind Anzahl und
Verteilung der Atemwegsproben zu beiden Entnahmezeitpunkten dargestellt.

Tabelle 2: Anzahl n der mikrobiologischen Kulturen aus den Atemwegen der
Patienten mit und ohne Pseudomonas-Nachweis zu beiden Untersuchungszeitpunkten

(P+ und P-). Die Prozentangaben beziehen sich auf die Gesamtanzahl der Patienten.

n (%) t1 to

P+ P- P+ P—
Rachenabstrich 14 (36,8) 11 (28,9) 15 (48,4) 14 (45,2)
Sputum 13 (34,2) 9 (23,7) 5(16,1) 1(3,2)
BAL 18 (47,4) 20 (52,6) 16 (51,6) 15 (48,4)
Gesamtanzahl Patienten 38 (100) 31 (100)

Sieben Patienten hatten die Studie vor der zweiten Untersuchung (t2) abgebrochen.
Zwei der Pseudomonas-positiven Probanden unterzogen sich nur einer Bronchoskopie.
Zum ersten Untersuchungszeitpunkt waren 13 der Patienten Sputumproduzenten,
wahrend funf von lhnen kein Sputum expektorieren konnten. Die Anzahl der
Sputumproduzenten nahm zum zweiten Untersuchungszeitpunkt auf funf ab, versus 11
nicht-expektorierende Patienten. Zusatzlich zum Rachenabstrich wurde bei neun (t4)
beziehungsweise vier (t2) Probanden Sputumproben entnommen, da diese Patienten
anfanglich nicht in der Lage waren zu expektorieren, dieses aber nach der

Durchfihrung des Rachenabstrichs konnten.

Insgesamt wurden 80 P. aeruginosa-lsolate aus 221 Sekretproben gewonnen. Bei

einigen Patienten waren mehrere phanotypisch unterschiedliche Isolate in derselben
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Kultur nachweisbar. Die Bakterienzahl betrug in den positiven Kulturen zwischen 102
und 10° CFU/ml. Alle Patienten mit mindestens einmaligem Pseudomonas-Nachweis

sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Patientendaten und Ergebnisse der Genotypisierung der P. aeruginosa-

Isolate. Bei den Patienten Nr. 11 bis 18 wurde keine RAPD-Analyse durchgefuhrt.

RFLP-Typen sind mit lateinischen Zahlen,

RAPD-Typen mit arabischen Zahlen

bezeichnet. Subtypen (klonale Verwandtschaft) sind durch Kleinbuchstaben dargestellt.

Patientendaten Methode Pseudomonas-aeruginosa Genotypen
Pat.- Alter Intervall Untersuchungszeitpunkt t;  Untersuchungszeitpunkt t,
Nr.  (Jahre) ti bis t Rachen- Sputum BAL Rachen- Sputum BAL
(Monate) abstrich abstrich
1 34,2 22,5 RFLP n.d.” - - - n. d. |
RAPD 1
2 17,4 23 RFLP n. d. - - - - Il
RAPD 2
3 21,3 21,5 RFLP - n.d. 1 - n. d. v
RAPD 3 4
4 12,3 21 RFLP - - - - n. d.
RAPD 5
5 11,1 20,5 RFLP \ W W \ n.d. W
RAPD 6 6 6 5 6
6 15,3 RFLP n. d Vlila Vlla, n. d. n.d. n.d
Vilb
RAPD 7 7
7 14,9 22 RFLP - Vllla  Vlla Vlilla n.d. Vlia, IX
Vilib 8,9
RAPD 8 8 8
8 11,0 19,5 RFLP - n. d. IX - n.d. IX
RAPD 9 9
9 15,3 21 RFLP Vllic n.d Vllic Vllic n. d. Vllic,
Vliid
RAPD 8 8 8 8
10 12,9 19,5 RFLP n.d. - - n.d. -
RAPD 10
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Patientendaten Methode Pseudomonas-aeruginosa Genotypen

Pat- Alter w/m"” Intervall Untersuchungszeitpunkt t;  Untersuchungszeitpunkt t,
Nr.  (Jahre) ti bis t, Rachen- Sputum BAL Rachen- Sputum BAL
(Monate) abstrich abstrich
11 15,3 m - RFLP Xl n.d. Xl XI n. d. n. d. n. d.
12 14,4 w 14,5 RFLP - Xl X, X0, XV, XIN, Xilil,
X1V XVI XV, X1V,
XVI XV, XVI
13 9,1 m 20 RFLP - n. d. XVII - n. d. -
14 6,4 w 19 RFLP - XV XV - n.d. XV
15 8,7 w 16 RFLP XV XV XV - XVIII XV
16 16,3 m 19 RFLP - - - - XIX XIX
17 5,2 w 18 RFLP - - - - n. d. XX
18 14,4 w 21,5 RFLP XXI XXI XXI n.d. +P +

w = weiblich, m = mannlich; °nicht durchgefiihrt; “Kultur P. aeruginosa-negativ;

PKultur P. aeruginosa-positiv, jedoch keine Genotypisierung durchgefiihrt

Die regelmafig durchgefuhrten Lungenfunktionsuntersuchungen zeigten bei den
Patienten mit Pseudomonas-Nachweis Uber den Untersuchungszeitraum von je 18

Monaten einen mittleren Abfall des FEV von 95% auf 87% des Solls.
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3.2 Vorhersagewerte der Atemwegsproben

Sensitivitat, Spezifitat und pradiktive Werte der mikrobiologischen Kulturen aus dem
oberen Respirationstrakt sind in Tabelle 4 dargestellt. Die BAL wurde als Goldstandard
definiert.

Tabelle 4: Sensitivitat, Spezifitat und pradiktive Werte (gerundete Prozentwerte).

% Sensitivitit ~ Spezifitat PPWA NPWE
Rachenabstrich

Nicht-Sputumproduzenten 36 96 83 74

Sputumproduzenten 40 100 100 46
Sputum

Sputumproduzenten 92 100 100 94

APositiver pradiktiver Wert, °Negativer pradiktiver Wert

3.3 Vergleich der Typisierungsmethoden

Die  Genotypisierung der Pseudomonas-lsolate erfolgte mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese nach DNA-Makrorestriktion des bakteriellen Genoms mit dem
Restriktionsenzym Spe | sowie mittels RAPD-Analyse unter Verwendung
unterschiedlicher Primer. Sowohl RAPD als auch RFLP waren zu 100% in der Lage,
einen  Fingerprint  fur jedes  Pseudomonas-lsolat zu  erzeugen. Die
Diskriminationsfahigkeit der RAPD, zwischen unterschiedlichen Stdmmen zu
unterscheiden, war flr die meisten der getesteten Primer ahnlich hoch (Tabelle 5).
Lediglich die 10-mer Primer 208 und 272 erzeugten viele Artefakte, und die
Wiederholung der PCR aus demselben DNA-Ansatz fuhrte haufig zu unterschiedlichen
Bandenmustern. Daruber hinaus stimmten die Typisierungsmuster, die mittels 10-mer
Primer generiert wurden, nur unzureichend mit denen der anderen Primer und der
RFLP Uberein. Die anderen vier Primer zeigten eine gute Reproduzierbarkeit der DNA-
Polymorphismen. Gelegentlich wurden leichte Abweichungen in der Starke der
Bandenmuster beobachtet, ebenso wie gelegentlich durch Artefakte bedingte

Abweichungen einiger Minor-Banden. Der Primer M13 uni wurde fur die weiteren
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RAPD-Analysen benutzt, da er unter allen getesteten Primern die hochste
Reproduzierbarkeit besall und in der Regel eine hohe Anzahl an
Amplifikationsprodukten generierte. Insgesamt stellte die RAPD eine schnelle und

sichere Methode zur Identifikation unterschiedlicher Stamme dar.

Die DNA-Makrorestriktionsanalyse zeigte in unseren Untersuchungen ebenfalls ein
hohes Mal} an Reproduzierbarkeit und Diskriminationsfahigkeit. Die Reproduzierbarkeit
beider Typisierungstechniken ist in Tabelle 5 dargestellt. Fur die RAPD-Analyse war die
Reproduzierbarkeit signifikant niedriger als fur die DNA-Makrorestriktion (p = 0,018).

Tabelle 5: Charakterisierung, Diskriminationsfahigkeit und Reproduzierbarkeit der

RAPD-Primer und des Restriktionsenzyms Spe |I.

Primer/ Beschreibung und Sequenz/ Diskriminations- Reproduzierbarkeit
Enzym Schnitt bei Sequenz (5" zu 37) fahigkeit in mittleren %
208 ACGGCCGACC variabel 53
272 AGCGGGCCAA variabel 64
T3B t-DNA intergenic spacer region hoch 91
AGGTCGCGGGTTCGAATCC
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG hoch 84
M13 core  Core-Sequenz des M13-Phagen hoch 92
GAGGGTGGCGGTTCT
M13 uni  Universalsequenz des M13-Phagen hoch 95
TTATGAAACGACGGCCAGT
Spe | 5-ACTAGT hoch 100

Bei drei Patienten (Nr. 6, 7 und 9) konnte die DNA-Makrorestriktionsanalyse genetische
Alterationen in Form von Verlust oder Hinzugewinn einzelner Banden detektieren
(RFLP-Typen Vlla und b bzw. Vllla, b, ¢ und d; Abbildung 1) und somit als jeweils
genetisch verwandt klassifizieren, wahrend die Isolate von der RAPD als genetisch

identisch eingestuft wurden.
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Abbildung 1: (a) PFGE und (b) RAPD Fingerprints von P. aerugoinosa-Isolaten aus
dem Respirationstrakt von Patient Nr. 9. Eine neue Bande (ungefahre Grolze 125 kb)
war bei einem der beiden Isolate aus der BAL zum Zeitpunkt t, durch die RFLP
nachweisbar (Bahn 11), wahrend durch die RAPD keine Unterschiede zwischen den
Isolaten erkennbar waren (Isolate der Bahnen 1 bis 5: Rachenabstrich zu t; Bahnen 6
und 7: BAL zu t4, Bahnen 8 und 9: Rachenabstrich zu t;, Bahnen 10 und 11: BAL zu t,).
Bahn R: P. aeruginosa-Referenzstamm, Bahn M: Molekularer GroRen-Marker

(GréRenangabe in Kilobasen).
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3.4 Pseudomonas-Stamme und Subtypen

77 der 80 P. aeruginosa-lsolate wurden mittels Genotypisierung charakterisiert, fur drei
Isolate lagen aus organisatorischen Grinden keine Typisierungsdaten vor. Die
Typisierungsergebnisse sind in Tabelle 3 aufgeflhrt. Bei acht Patienten wurden die
Isolate lediglich mittels DNA-Makrorestriktion, bei allen anderen zusatzlich durch eine
RAPD typisiert.

Jeder Pseudomonas-positive Patient war von mindestens einem wirtstypischen Stamm
kolonisiert. Die Patienten Nr. 4 und 5 waren zum zweiten Untersuchungszeitpunkt mit
einem identischen lIsolat infiziert. Ob dies durch eine Patient-zu-Patient-Transmission
oder eine gemeinsame Infektionsquelle bedingt ist, konnte nicht geklart werden. In der
zweiten BAL wurde bei Patient Nr. 7 der wirtstypische Stamm von Patient Nr. 8
nachgewiesen, was auf eine Ubertragung schlieRen Iasst. Bei Patienten Nr. 7 und 9
wurden dariber hinaus genetisch verwandte Stdmme in den Atemwegen
nachgewiesen. Dies ware durch eine fruher zuruckliegende Infektion an einer
gemeinsamen Quelle und unterschiedliche genetische Anpassungsmechanismen im
Laufe der Zeit erklarbar. Patienten Nr. 14 und 15 sind Geschwister und beherbergten

genetisch identische Isolate in den Atemwegen.

In neun bzw. zehn Fallen war ein Vergleich der Genotypen zwischen Rachenabstrich
und BAL bzw. Sputum und BAL mdglich. Die Genotypen der Pseudomonas-Isolate,
welche mittels Bronchoskopie gewonnen wurden, unterschieden sich von denen des
oberen Respirationstrakts in bis zu 56% der Falle (Tabelle 6). Bei einigen Patienten
waren die unterschiedlichen Isolate wie unten beschrieben miteinander verwandt,
wahrend die BAL bei den Patienten Nr. 7, 11 und 12 zusatzliche, mit dem

wirtstypischen Isolat genetisch nicht verwandte Stamme detektierte.

Bei Patient Nr. 5 wurde ein neuer Stamm im Rachenabstrich zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt kultiviert, wahrend der erstkolonisierende Stamm Uber den
gesamten Untersuchungszeitpunkt in der Lunge persistierte. Die Genotypisierung
dieser Isolate deutete eher auf eine Co-Infektion als auf eine Mutation des alten

Stammes, da sich das Bandenmuster in mehr als 6 Banden unterschied (Abbildung 2).
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Tabelle 6: Vergleich der Genotypen aus verschiedenen Proben des

Respirationstrakts innerhalb desselben Individuums.

Bronchoskopie

Anzahl der Untersuchungen mit

identischen Isolaten unterschiedlichen Isolaten
Rachenabstrich 4/9 5/9
Sputum 6/10 4/10
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Abbildung 2: (a) PFGE und (b) RAPD Fingerprints von P. aerugoinosa-Isolaten aus
dem Respirationstrakt von Patient Nr. 5. Ein neuer Stamm wurde aus dem
Rachenabstrich zu t, isoliert (Bahn 5), wahrend die Isolate von t; (Bahn 1:
Rachenabstrich, Bahn 2: Sputum, Bahnen 3a/b und 4: BAL) und die Isolate aus den
tiefen Atemwegen zu t, (Bahnen 6 und 7: BAL) identisch waren. Bahn M: Molekularer

GrolRen-Marker.
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Verlust oder Hinzugewinn von einzelnen Restriktionsbanden in der RFLP wurde bei
einigen Stammen in der BAL bei den Patienten Nr. 6, 7 und 9 beobachtet, was auf eine
nahe Verwandtschaft zu den initial kolonisierenden Isolaten hindeutet (Abbildung 1). Bei
acht Patienten konnten longitudinale genetische Veranderungen nachgewiesen werden
(Tabelle 7). Mittels DNA-Makrorestriktion konnte ein Hinzugewinn von neuen Stammen

in vier Untersuchungen gezeigt werden.

Tabelle 7: Longitudinale genetische Veranderungen des PFGE-Genotyps,

unabhangig vom Ort des Erregernachweises.

Anzahl der Patienten mit

Stammpersistenz Stammverlust Stammaustausch
ohne Anderung und zusatzlichem Stamm
verwandt unverwandt
3/8 1/8 3/8 0/8 1/8

Ein Austausch des kolonisierenden Stammes war bei Proband Nr. 3 evident, der seinen
wirtstypischen Pseudomonas-Stamm zum zweiten Untersuchungszeitpunkt verloren
hatte, jedoch mit einem neunen, genetisch unverwandten Stamm infiziert war
(Abbildung 3). In vier Fallen waren diese longitudinalen Alterationen des Genotyps
ausschlielich mit bronchoskopisch gewonnenen Proben nachweisbar (Patienten Nr. 3,
7,9 und 12).
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Abbildung 3: (a) PFGE und (b) RAPD Fingerprints von P. aerugoinosa-Isolaten aus
dem Respirationstrakt von Patient Nr. 3. Ein neuer Stamm war in der BAL zu t
nachweisbar (Bahn 4), wahrend der urspringliche Stamm nicht mehr nachweisbar war
(Bahnen 1, 2 und 3: BAL zu t). Bahn H: Leerprobe, Bahn R: Pseudomonas-

Referenzstamm, Bahn M: Molekularer GroRen-Marker.

48.5

(a) PFGE Fingerprint

M12 34HRM

(b) RAPD Fingerprint
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie wurde durchgefuhrt, um P. aeruginosa-lsolate aus den oberen
und unteren Atemwegen sequentiell molekulargenetisch zu typisieren. Hierzu wurden
zwei unterschiedliche Typisierungsmethoden angewendet und verglichen. Zusatzlich
wurde die diagnostische Wertigkeit von Rachenabstrich- und Sputumkulturen bezlglich

des Nachweises einer Pseudomonas-Infektion der tiefen Atemwege evaluiert.

4.1 Diagnostische Wertigkeit von mikrobiologischen Kulturen

In den vorliegenden Untersuchungen besalRen Rachenabstrichkulturen eine geringe
Sensitivitat und einen geringen negativen Vorhersagewert fur das Erkennen einer
Kolonisation der tiefen Atemwege von CF-Patienten mit P. aeruginosa. Dagegen lag nur
in einem von 18 Fallen eine falsch negative Sputumkultur in bezug auf die
Bronchoskopie vor, bei gleichzeitig hoher Sensitivitat. Allerdings konnten Sputumproben
lediglich in 28 Fallen (40,6%) entnommen werden, da viele Patienten kein Sputum
produzieren konnten. Diese Ergebnisse sind auf Grund der niedrigen Fallzahlen nicht

statistisch signifikant, jedoch Iasst sich eine eindeutige Tendenz erkennen.

Einige wenige fruhere Studien haben Proben aus BAL, Sputum und Rachenabstrich
von CF-Kindern (29, 31, 32) und Erwachsenen (28, 30) mit unterschiedlichen
Ergebnissen verglichen. Armstrong et al. (29) evaluierte prospektiv tUber einen Zeitraum
von 30 Monaten Rachenabstriche und Sputumproben von 75 Kindern im Alter von 1 bis
25 Monaten mit CF und milder Lungenerkrankung. Hierbei zeigte sich, dass der
fehlende Nachweis von P. aeruginosa im Rachenabstrich bei symptomatischen Kindern
eine Infektion der tiefen Atemwege nicht ausschlielt. Diese Daten wurden durch
Ramsey et al. (31) anhand Untersuchungen bei 43 jungen CF-Patienten (mittleres Alter
8,2 Jahre) in gutem respiratorischem Zustand bestatigt. In einer multizentrischen
Studie, welche Patientendaten der beiden zuvor genannten Studien mit einschloss,
analysierte Rosenfeld et al. (32) Proben von 141 CF-Patienten in einem Alter bis flnf
Jahren ohne vorhergehende pulmonale Exazerbationen. In dieser Alterklasse waren
Rachenabstrichkulturen fur den Pseudomonas-Nachweis hilfreich, da Spezifitat und
negativer Vorhersagewert der Rachenabstriche hoch waren. Niedrige Sensitivitat und

positiver pradiktiver Wert zeigten jedoch, dass ein positiver Rachenabstrich nicht
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zuverlassigerweise eine Kolonisation der tiefen Atemwege reprasentierte.

Von einer guten Uberseinstimmung zwischen den Ergebnissen des Rachenabstrichs
und der BAL berichtete Konstan et al. (28). In dieser Studie wurden 18 Klinisch stabile
CF-Patienten dber 11 Jahren mit moderater Lungenbeteiligung bronchoskopiert.
Allerdings war die Erkrankung weiter fortgeschritten als bei den Patienten unserer
Studie und der Kollektive von Armstrong, Ramsey und Rosenfeld, und die Pravalenz
der Pseudomonas-Besiedlung lag deutlich hoéher (88,9% im Vergleich zu 47,4% in

unserer Studie).

Baughmann et al. (30) untersuchte den Nutzen der Bronchoskopie und der
semiquantitativen BAL fur die ldentifizierung bakterieller Mikroorganismen, in erster
Linie P. aeruginosa, bei 11 erwachsenen CF-Patienten mit schwerer obstruktiver
Lungenerkrankung. Die Indikation zur Bronchoskopie war ein klinisch unbefriedigender
Verlauf trotz resistogrammgerechter antibiotischer Therapie. In 41% der Falle wurde ein
in der BAL nachgewiesenes P. aeruginosa-lsolat nicht in einer simultanen Sputumprobe
gefunden. 46% der Bronchoskopien fiihrten zu einer Anderung in der antibiotischen
Therapie, entweder weil in der BAL ein neuer Keim entdeckt wurde, oder aufgrund des

Antibiogramms.

Die beschriebenen Daten lassen den Schluss zu, dass Sensitivitat und Spezifitat von
Rachenabstrichkulturen vom  Alter der Patienten und dem Status der
Lungenmanifestation abhangig ist. Offensichtlich hat bereits in einer fruhen
Krankheitsphase eine Kolonisation der tiefen Atemwege mit P. aeruginosa
stattgefunden, wahrend sich dies noch nicht zwangslaufig im Rachenabstrich
widerspiegelt. Erst zu einem spateren Zeitpunkt kolonisiert der Erreger chronisch beide
Kompartimente, so dass Rachenabstriche mit Sputumproben konkordant sind und die

bakterielle Flora der tiefen Atemwege adaquat reprasentieren.

In der vorliegenden Studie wurden Bronchoskopie und BAL von allen Patienten gut

vertragen. Die Bronchoskopie stellt jedoch keine Standardmethode in der

routinemafigen mikrobiologischen Diagnostik dar. Induziertes Sputum wurde in dieser

Studie nicht gewonnen. Da mit Hilfe von Sputumproben P. aeruginosa-Kolonisationen

der tiefen Atemwege von CF-Patienten mit hoher Sensitivitat und mit hohen pradiktiven
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Werten nachweisbar waren, kann spekuliert werden, dass Kulturen aus induziertem
Sputum von Patienten, die spontan nicht expektorieren kdnnen, ahnlich zuverlassige
Ergebnisse wie die BAL erbringen. Diese These wird unterstutzt durch die Ergebnisse
einer im Jahr 2000 veroéffentlichen Studie mit induziertem Sputum (70), wenngleich die
Autoren keinen Vergleich von Kulturen aus induziertem Sputum und BAL fihrten.
Daruber hinaus zeigte eine neuere Arbeit der BEAT-Gruppe, dass induziertes Sputum,
verglichen mit Bronchialsekret, auch im Hinblick auf eine Beschreibung der

Atemwegsinflammation als reprasentativ fur die tiefen Atemwege gelten kann (71).

4.2 Methoden der Genotypisierung

Unter den zahlreichen Typisierungsmethoden, die derzeit zur Differenzierung von
Pseudomonas-Isolaten verwendet werden, wurden zwei Techniken ausgewahlt und
appliziert, die in den letzten Jahren haufig fur P. aeruginosa-lsolate von Mukoviszidose-
Patienten herangezogen wurden: eine RFLP-Technik mit DNA-Makrorestriktion und
anschlieBender Auftrennung mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) sowie eine
PCR-basierte RAPD-Analyse. Eine einheitliche Empfehlung oder ein Konsens zur
Genotypisierung existiert zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht. Die PFGE-Methode hat
sich jedoch in jungster Zeit als die am haufigsten benutzte Technik etablieren konnen,
und verschiedene Autoren forderten ein international standardisiertes Protokoll fur die

PFGE-basierte Genotypisierung von P. aeruginosa (45).

Die Idee, grolle DNA-Restriktionsfragmente nach Enzymverdau in einem gro3porigen
Elektrophoresegel unter dem Einfluss zweier gepulster elektrischer Felder laufen zu
lassen, geht zurick auf Versuche von Schwartz und Cantor 1984 (72) sowie Carle und
Olson 1985 (73). Diese Methode, bei dem die elektrischen Felder in einem
bestimmbaren Winkel zueinander angebracht sind, ermdglicht die Auftrennung von
Makromolekilen mit einer GrolRe von Uber 50 kb. Die unterschiedliche
Laufgeschwindigkeit der Banden wird hierbei durch die stetige Neuausrichtung der
Fragmente im wechselnden elektrischen Feld erzielt, bei der die groleren Fragmente
mit der Zeit zurtuckbleiben. In der DNA-Typisierung von Bakterien, Pilzen und Parasiten

hat sich diese Technik in den letzten Jahren fest etablieren konnen.
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Im Jahr 1990 entwickelten zwei unabhangige Arbeitsgruppen eine auf der
Polymerasekettenreaktion basierende Methode, bei der durch die Verwendung von
Primern mit willkirlich ausgewahlten Nukleotidsequenzen eine Amplifizierung von
unspezifischen DNA-Segmenten erfolgt (74, 75). Dieses, quasi dem Zufallsprinzip
unterliegendes Fingerprinting wird als Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) oder
Arbitralily Primed PCR (AP-PCR) bezeichnet. Unzahlige Mikroorganismen wurden
seitdem mit dieser Methode typisiert. Je nach Auswahl des Primers werden
Bandenmuster unterschiedlicher Komplexitat erzeugt; aus diesem Grund mussen flr

jede Spezies optimale Primer ermittelt werden.

Alle  Pseudomoas-Isolate konnten mit Hilfe der beiden beschriebenen
Typisierungsmethoden zuverlassig charakterisiert werden. Die Techniken zeigten bei
den ausgewahlten Primern und Enzymen eine hohe Konkordanz bezlglich der
generierten Fingerprints. Eine Ausnahme bestand fir die beiden 10-mer Primer, die in
wiederholten Versuchen viele Artefakte zeigten und sich, entgegen den
Beschreibungen anderer Autoren (53), in unseren Untersuchungen nicht zur
Genotypisierung eigneten. Die DNA-Makrorestriktion mit dem Restriktionsenzym Spe |
war im Gegensatz zur RAPD-Analyse in der Lage, zwischen identischen Isolaten und
nah verwandten Subtypen zu differenzieren. Die Reproduzierbarkeit lag ebenfalls etwas
hodher als die der PCR-basierten Methode, so dass die RFLP mit anschlieRender PFGE
als gute Methode flr eine epidemiologisch differenzierte Typisierung von P. aeruginosa
empfohlen werden kann. In jlingster Zeit nutzten verschiedene Arbeitsgruppen diese
Technik, um die Ubertragung und Verbreitung von definierten multiresistenten
Pseudomas-Stammen zu untersuchen und eine entsprechende Isolierung der Patienten
auf der Basis genotypischer Kriterien zu fordern (76, 77). Da die PFGE-Methode jedoch
zeitaufwendig und teuer ist, schlie®en wir uns dem Vorschlag anderer Autoren an (41,
42, 59, 62), die Applikation einer schnellen, PCR-basierten Methode, wie der RAPD mit
dem Primer M13 uni, fur das initiale Screening groRerer Zahlen von Pseudomonas-
Isolaten heranzuziehen, und die DNA-Makrorestriktionsanalyse konfirmatorisch oder fir

eine akkurate Antwort auf epidemiologische Fragestellungen zu verwenden.
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4.3 Intraindividuelle und longitudinale Variabilitit der Pseudomonas-

Genotypen

Die Genotypisierung der P. aeruginosa-lsolate demonstrierte, dass in einer nicht
unerheblichen Anzahl der Falle unterschiedliche Stamme in den verschiedenen Etagen
des Respirationstrakts desselben Individuums nachgewiesen werden konnen.
Besonders die Genotypen der Isolate der oberen Atemwege, d. h. aus Rachenabstrich
und Sputum, divergieren sehr haufig zu den Stdmmen aus der Bronchoskopie. Im
Gegensatz zu frUheren Studien an CF-Patienten, die sich auf Rachenabstrich- und
Sputumproben beschrankten, evaluierte diese Studie erstmals sequentiell die
genetischen Beziehungen und Veranderungen von P. aeruginosa anhand Kulturen aus
den oberen und unteren Atemwegen einschlie8lich der BAL. Wenngleich kleinere und
grolRere Abweichungen des Genotyps in allen Kompartimenten des Respirationstrakts
nachgewiesen werden konnten, so waren longitudinale Variationen mehrfach nur durch
die Bronchoskopie erkennbar. Auf Grund kleiner Fallzahlen und des relativ kurzen
Untersuchungszeitraums von 18 Monaten war keine Korrelation zwischen den

Alterationen auf genetischer Ebene und dem klinischen Verlauf erkennbar.

Molekulargenetische Typisierungen von P. aeruginosa aus den oberen Etagen der
Atemwege deuten darauf hin, dass die meisten CF-Patienten mit einem oder wenigen
Stammen fur langere Zeitraume kolonisiert sind (16, 23, 49, 53, 62). Diese Theorie
konnten wir anhand bronchoskopisch gewonnener lIsolate fur die tiefen Atemwege
bestatigen. Auch von Co-Infektionen mit einem oder mehreren Stdmmen und von
Stammersatz wird, wie auch in der vorliegenden Studie gezeigt, in der Literatur
berichtet (49, 53, 62). Wir konnten jedoch darliber hinaus nachweisen, dass
longitudinale Anpassungsmechanismen des bakteriellen Genoms ein haufiges
Phanomen darstellen. Offensichtlich kommt es im Verlauf der Pseudomonas-
Besiedlung neben einer Selektion der uberlebensfahigeren Stamme auch zu einer
Mikroevolution der einzelnen Stamme auf molekularer Ebene. Dies durfte das
genetische Korrelat der seit langem bekannten phanotypischen Anpassungsvorgange
von. P. aeruginosa darstellen, ohne dass dieser direkte Zusammenhang bisher gezeigt
werden konnte. Unterstutzt werden diese Ergebnisse von einer jungeren Arbeit der
Arbeitsgruppe um Oliver at al. (16), die erstmals nachwiesen, dass der Anteil

hypermutabler Pseudomonas-Stamme bei CF-Patienten sehr hoch sein kann.
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Die Arbeitsgruppe um Armstrong (29) war vor uns die einzige, die Genotypisierungen
von P. aeruginosa-lsolaten aus der BAL von CF-Patienten durchfuhrte. Bei neun aus 75
zufallig ausgewahlten simultanen Rachenabstrich- und BAL-Kulturen wurden
konkordante Genotypen in acht Fallen beobachtet. Die Autoren untersuchten jedoch

nicht den longitudinalen Verlauf der Genomovare.

Die hier vorgestellten Daten implizieren die Frage, von wie vielen und von welchen
Etagen des Respirationstrakts mikrobiologische Kulturen in der Routine gewonnen
werden sollten. Sputumproben haben mehrfach ihre Uberlegenheit gegeniiber
Rachenabstrichkulturen gezeigt, selbst wenn diese standardisiert und mit
hdchstmdglicher Prazision durchgeflihrt wurden. Bei Patienten, die spontan kein
Sputum produzieren koénnen, wird durch die Gewinnung von induziertem Sputum
moglicherweise eine groliere Zuverlassigkeit des Erregernachweises erreicht als durch
Rachenabstriche. Gegenuber der BAL haben Sputumkulturen den theoretischen Vorteil,
dass sie das bakterielle Milieu von mehr als einer Region des Bronchialbaumes
reflektieren. Diese Fragen mussen in weiteren Untersuchungen geklart werden. Auch
sind weitere longitudinale Studien an CF-Patienten erforderlich, um die klinische
Relevanz der beobachteten genetischen Anpassungsvorgange der Pseudomonas-
Isolate zu erfassen. Wir empfehlen, im Falle einer therapieresistenten pulmonalen
Exazerbation eine bronchoskopische Erregergewinnung zu versuchen. Zusatzlich zu
ihrem Stellenwert in der klinischen Diagnostik ist die Durchfuhrung einer BAL
notwendig, um epidemiologische Fragestellungen hinreichend zu beantworten und
longitudinale Anpassungsvorgange des bakteriellen Genoms innerhalb der Atemwege

beurteilen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass bei Mukoviszidose-
Patienten fur einen eindeutigen und zuverlassigen Nachweis von P. aeruginosa
Kulturen aus verschiedenen Ebenen des Respirationstrakts angezichtet werden
sollten. Sputumproben sind hierbei dem Rachenabstrich vorzuziehen, da
Rachenabstrichproben fur den Nachweis einer Infektion der tieferen Atemwege nicht
aussagekraftig sind. Bei expektorierenden Patienten besteht eine gute
Ubereinstimmung zwischen dem Erregernachweis aus Sputum und BAL-Sekret, so
dass eine BAL nur im Falle einer Therapieresistenz erwogen werden sollte. Bei
jungeren Patienten, die haufig noch kein Sputum produzieren, kénnte durch die
Gewinnung von induziertem Sputum die Sicherheit der mikrobiologischen Diagnostik

erhoht werden.

Fir die molekulargenetische Charakterisierung der bakteriellen Isolate ist die DNA-
Makrorestriktion mit anschlieRender PFGE der RAPD-Analyse Uberlegen, da auch
zwischen nah verwandten und identischen lIsolaten unerschieden werden kann. Die
DNA-Makrorestriktion kann somit als zuverlassige und aussagekraftige Methode zur

Typisierung von P. aeruginosa-lsolaten empfohlen werden.

Die Analyse der Pseudomonas-Genotypen, welche aus BAL, Rachenabstrich und
Sputum gewonnen wurden, zeigte, dass innerhalb der Atemwege eines Individuums
unterschiedliche Stamme co-existieren kdnnen und genetische Adaptationsvorgange
haufig sind. Anhand zwei sequentieller Untersuchungen im Abstand von 18 Monaten
konnten Modifikationen des urspringlichen Stammes, Stammverlust, Stammersatz und
Co-Infektionen beobachtet werden. Etwa die Halfte dieser genetischen Heterogenitat
und der longitudinalen Alterationen war ausschlieRlich durch bronchoskopisch
gewonnenes Sekret nachweisbar. Die bronchoalveolare Lavage stellt somit ein
wichtiges Instrument zur zuverlassigen Beantwortung infektiologischer und

epidemiologischer Fragen dar.
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