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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die zystische Fibrose

1.1.1 Genetik und Diagnostik

Die zystische Fibrose (CF) oder Mukoviszidose ist eine autosomale rezessive
Erbkrankheit, die auf Mutationen im Gen des ,Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulators” (CFTR), beruht. Das CFTR-Protein ist ein Chlorid-
Kanal. Die bei CF-Patienten auftretenden Mutationen werden in funf Klassen
unterteilt: Die Klasse | beinhaltet alle Mutationen, die zur Stérung der
Proteinproduktion fiihren. Es sind unter anderem Nonsense Mutationen, breitere
Deletionen oder Insertionen. Phe508del ist in Deutschland die haufigste
Mutation (N&hrlich L. (ed.), 2021) und gehdrt zur Klasse Il. Sie ist fur einen Defekt
der Proteinprozessierung verantwortlich. Mutationen mit einem Defekt der
Proteinregulation gehdren zur Klasse Ill, mit einem Defekt der Leitfahigkeit des
Kanals zur Klasse IV und mit einer erniedrigten Produktion von dem Kanal zur
Klasse V. Es wurden mehr als 2000 Genvarianten beobachtet, nicht alle konnten
klassifiziert werden (De Boeck et al., 2014Db).

Der Trypsinogen-Test des Neugeborenenscreeningstests kann einen ersten
Hinweis auf eine CF geben. Andere diagnostische Hinweise einer Mukoviszidose
sind Geschwister mit der Diagnose einer Mukoviszidose oder mindestens ein
klinischer Hinweis auf Mukoviszidose. Fur die Diagnose muss zusatzlich eine
CFTR-Funktionsstérung nachgewiesen werden, d.h. erhohte
Schweil3chloridwerte (= 60 mmol/l) oder der Nachweis zweier Mukoviszidose
verursachenden CFTR-Mutationen oder der Nachweis einer Abnormalitat der
CFTR-Funktion mittels nasaler Potentialdifferenzmessung oder intestinaler

Kurzschlussstrommessung (Néhrlich, 2013).

1.1.2 Pathophysiologie der zystisch fibrotischen Lunge
Die Folgen von den CFTR-Mutationen fiir die Physiologie der Lungen wurden
2016 von Elborn et al. zusammengefasst. Der CFTR-Kanal ist nicht nur fur den
Austritt von Chlorid aus den Zellen wichtig, sondern lasst auch Bikarbonat durch.
Eine Veranderung des Kanals kann damit den pH-Wert des Schleims erniedrigen
(Pezzulo et al., 2012). Zusatzlich kommt es zur wechselseitigen Beeinflussung
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von CFTR-Kanélen und verschiedenen Chlorid-Bikarbonat-Austauschern der
SLC26 Familie, was die Konzentration von Bikarbonaten zusatzlich beeintrachtigt
(Gray, 2004). Ein weiteres lon spielt eine Rolle in der Pathophysiologie der CF-
Lunge: die gestorte Wechselwirkung von CFTR-Kandlen und epithelialen
Natriumkanélen (ENaC) kann zu einer veranderten Aktivitat von ENaC und somit
zur Hyperreabsorption von Natrium fihren (Shei et al., 2018). Dieser
Mechanismus ist verantwortlich fur eine ver&nderte Zusammensetzung des
Schleims. Die Hydratation des Schleims wird nicht gewéhrleistet, er wird viskdser
und die mukoziliare Clearance wird damit beeintrachtigt, was zu chronischen
Infektionen fuhren kann. Durch die erhéhten Anzahl von Pathogenen in den

Atemwegen entsteht eine sekundare Inflammation (Cantin et al., 2015).

Weitere Mechanismen beeinflussen die Kolonisation der Lunge mit Pathogenen
und die folgende inflammatorische Antwort. Diese Mechanismen wurden von
Cantin et al, 2015 erlautert. Einer dieser Prozesse ist die erniedrigte
Sauerstoffkonzentration in dem dickflussigen Schleim. Dies behindert den
normalen Ablauf der antibakteriellen Abwehr und fordert das bakterielle
Wachstum. Die Hypoxie fuhrt zusétzlich zur Stabilisierung von HIF-1 (hypoxia
inducible factor 1), was die Angiogenese, Inflammation und Fibrosen fordern
kann. Niedrige pH-Werte kdnnen auch die Immunabwehr durch die Inaktivierung
von antimikrobiellen Peptiden beeinflussen (Pezzulo et al., 2012). Wenn der
Schleim saurer wird, kann im Gegenzug der pH-Wert intrazellularer Organellen
nicht genigend gesenkt werden (Barasch et al., 1991). Dies fuhrt zu einer
Akkumulation von Ceramiden in den Epithelzellen, was die inflammatorische
Antwort, Zelltod und Infektionsanfalligkeit erhéht (Teichgraber et al., 2008).

Die sekundare inflammatorische Antwort kann auch das Lungengewebe
schadigen und zu Bronchiektasen fuhren. Die Neutrophilen sind die ersten
Immunzellen, die bei einer Entzindung in die Lunge eintreten. Einerseits
kdmpfen sie gegen Pathogenen, anderseits schadigen sie das Gewebe durch die
Freisetzung von Proteasen, insbesondere von Serinproteasen (Hartl et al., 2012,
Le Gars et al., 2013).

Typische klinische Symptome der Mukoviszidose sind daher Obstruktion

aufgrund des hyperviskdsen Sputums und verminderter mukoziliarer Clearance,
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sowie chronische respiratorische Infektionen und Bronchiektasen. Die daraus
resultierende  progrediente  respiratorische Insuffizienz  ist  h&aufigste
Todesursache von CF-Patienten (Nahrlich L. (ed.), 2021).

Andere sezernierende Systeme, wie der gastrointestinale Trakt, der Pankreas
oder das genitale System, sind auch von der CF betroffen, was zu unter anderem

endokrine und exokrine Pankreasinsuffizienz oder Sterilitat fihren kann.

1.2 Therapiemoglichkeiten

Die Verschlechterung der Lungenfunktion und progrediente respiratorische
Insuffizienz ist die haufigste Todesursache (Nahrlich L. (ed.), 2021). Ich werde
mich im Folgenden auf Therapien begrenzen, die den Verlauf dieser Insuffizienz
positiv  beeinflussen. Die Inhalation von rekombinanten humanen
Deoxyribonukleasen (rhDNasen) kann die Viskositat vom Sputum vermindern
und reduziert das Auftreten von Exazerbationen (Quan et al., 2001). Das
Inhalieren hypertonischer Kochsalzlosung verflissigt das Atemwegssekret, kann
die Lungenfunktion verbessern und vermindert das Auftreten von Exazerbationen
(Wark and McDonald, 2018). Die Inhalation von Mannitol wird nur als zweite Wabhl
bei Versagen der Therapie mit rnDNase und hypertonischer Kochsalzldsung
genutzt (Nevitt et al., 2020). Die Inhalation von Salbutamol kann bei
ausgewahlten Patientengruppen die Lungenfunktion kurzfristig verbessern
(Kieninger et al., 2022). Atemphysiotherapie und die regelméaf3ige Anwendung
von Selbstreinigungstechniken helfen den Patienten den Mukus zu l6sen
(Warnock and Gates, 2023). Bewegung und sportliche Aktivitat sollte auch bei
den Patienten geférdert werden (Radtke et al., 2022). Niedrigdosiertes
Azithromycin kann als antiinflammatorische Therapie, sogar vor einer ersten
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa, angewendet werden (Clement et al.,
2006).

Frihe antibiotische Therapie ist wichtig bei pulmonalen Exazerbationen. Es ist zu
beachten, dass sich die Pharmakokinetik bei CF-Patienten von Nicht-CF-
Patienten unterscheidet, sodass die Dosierung angepasst werden muss, um eine
suboptimale Konzentration in der Lunge zu verhindern (Magréault et al., 2021).

Wichtig sind auch PraventionsmalRnahmen wie die jahrliche Influenzaimpfung,
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Pneumokokkenimpfung, oder  Einhaltung  von Hygienemalinahmen
(Lommatzsch, 2020).

Die Lungentransplantation ist eine therapeutische Option flr geeignete
Patienten. 2021 wurden neun Patienten in Deutschland Lungen transplantiert.
2020 waren es 27 (Nahrlich L. (ed.), 2021). Welche Patienten sich fir die Listung
eignen, ist eine Entscheidung, die mit dem Patienten in spezialisierten CF-
Zentren getroffen wird (Ramos et al., 2019).

2012 wurde Ivacaftor als erster CFTR-Modulator in Deutschland zugelassen. Es
ist ein sogenannter Potentiator und aktiviert den vorhandenen jedoch
fehlerhaften CFTR-Kanal. Der Salz-Wasser-Haushalt wird dadurch verbessert
und es kommt zu weniger Organschaden (Ramsey et al., 2011). Es wird vor allem
als Monotherapie bei Kindern vor dem zweiten Lebensjahr mit Gating-Mutationen
(Klasse IIl) verwendet (Davies et al., 2021). Zusatzlich kommen Korrektoren bei
alteren Kindern mit Phe508del-Mutation in Frage. Korrektoren wie Tezacaftor,
Lumicaftor oder Elexacaftor helfen bei der Bildung des CFTR-Salzkanals. Sie
werden als Zweifachkombination (Tezacaftor/lvacaftor oder Lumicaftor/lvacaftor)
benutzt. Seit 2020 ist eine Triple-Therapie mit Elexacaftor/Tezacaftor/lvacaftor
ab einem Lebensalter von sechs Jahren und bei Vorhandensein von mindestens

einer Ph508del-Mutation zugelassen (Southern et al., 2023).

1.3 Lungeninfektionen bei CF-Patienten

Die Lunge von CF-Patienten ist besonders anfallig fur bakterielle Kolonisation
und Infektion. GemdalR dem deutschen CF Register werden chronische
Infektionen am haufigsten durch Staphylococcus aureus (50% aller Infektionen),
P. aeruginosa (33% aller Infektionen), Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xyloxidans und Burkholderia spp. verursacht (Nahrlich L. (ed.),
2021). S. aureus Infektionen treten vor allem bei Kindern und Jugendlichen auf,
wohingegen P. aeruginosa Infektionen mit dem Alter haufiger werden (Registry,
2022). Es wurden bis zu 7,3% atypische Mykobakterien in untersuchten Sputen
nachgewiesen (Nahrlich L. (ed.), 2021).

Es gibt erste Hinweise, dass das mikrobiologische Umfeld von der
Modulatortherapie beeinflusst wird. Die Triple-Therapie ELX/TEZ/IVA kann die
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Dichte an S. aureus und P. aeruginosa in der Lunge von erwachsenen Patienten

reduzieren (Pallenberg et al., 2022).

1.4 Staphylococcus aureus

1.4.1 Der Erreger
S. aureus sind grampositive, katalase- und coagulasepositive Kokken, die sich
im Mikroskop als unregelmafliige Anhaufung beobachten lassen. Sie sind
unbeweglich und bilden keine Sporen. Am besten wachsen sie bei Temperaturen
zwischen 30°C und 37°C. Als fakultativ anaerobe Keime und Besitzer einer
breiten pH-Toleranz besiedeln sie die Haut und die Schleimhaute des

Oropharynx beim Menschen und Tieren.

Auf Blutagar-Nahrmedien bilden sie meistens eine weil3 bis gelblich glanzende
Kolonie, die haufig von einer Hamolysezone umgeben sind. Fir die gelbliche
Farbe ist Staphyloxanthin verantwortlich, ein membrangebundenes Karotenoid,

welches als Virulenzfaktor gilt (Clauditz et al., 2006).

Um in den Wirt einzudringen, Krankheiten auszulésen und das Immunsystem zu
umgehen spielen Virulenzfaktoren eine grofR3e Rolle (Lowy, 1998). S. aureus

besitzt eine breite Reihe von verschiedenen Virulenzfaktoren.

Zellwandverankerte Adhesine, wie zum Beispiel Fibronectinbinding Proteinen A
und B (Fnbp A und B), Collagen Binding Protein, Verklumpungsfaktor (CIf) und
das Protein A, erlauben die Anlagerung an Wirtsgewebe und initiieren die
Kolonisierung. Der Verklumpungsfaktor bindet an Fibrinogen von
eukaryontischem Gewebe. Das Protein A ist ebenfalls in der Zellwand verankert
und bindet spezifisch an den Fc-Teil von IgG und wirkt dadurch
antiphagozytotisch (Bien et al., 2011). Sowohl der Verklumpungsfaktor als auch
das Protein A fuhren zur Agglutination mit Fibrinogen oder 1gG, eine Reaktion,
die fur die Diagnostik von S. aureus genutzt wird (Wilkerson et al., 1997).

Exotoxine sind Virulenzfaktoren, die von dem Erreger sekretiert werden. Sie
umfassen zum Beispiel Koagulase, hitzebestandige DNase, Hyaluronidase und
Fibrinolysine.  Zytolytische Exotoxinen wie verschiedene H&amolysinen,

Leukozidinen und Panton-Valentine Leukozidine (PVL) ermdéglichen eine

14



Einleitung

Gewebeinvasion. 3-Hamolysin wird durch das Gen hlb kodiert und ist durch eine
durch Kalteinkubation verstarkte Hamolyse erkennbar. a-Hamolysin wirkt
besonders zytolytisch bei Monozyten und Thrombozyten (Menestrina et al.,
2001) wahrend Y-Hamolysin bei Erythrozyten zytolytisch wirkt (Kaneko and
Kamio, 2004).

Weitere spezifische Proteine erlauben S. aureus das Immunsystem zu umgehen.
Beispielweise bindet die Staphylokinase SAK a-Defensine, um die bakteriziden
Eigenschaften zu hemmen (Bokarewa et al.,, 2006). Die Synthese der
verschiedenen Virulenzfaktoren wird durch verschiedene regulatorische
Systeme wie z.B. Agr (accessory gene regulator), SarA (staphylococcal

accessory regulator) oder SigB (Sigmafactor B) (Bien et al., 2011) gesteuert.

Das Agr System ist das am besten untersuchte Regulator System. Als ,,Quorum-
sensing” System kann es die Dichte der S. aureus Population erkennen. Es
kontrolliert die Expression von mehreren Virulenzfaktoren wie a-, 3- oder Y-
Hamolysin, Lipasen oder Phenol Soluble Modulins (PSM). Die Synthese von
einigen Zellwand-gebundenen Proteinen wie Protein A, Koagulase oder FnbA
und B wird jedoch durch Agr gehemmt (Bronner et al., 2004). Die Biofilm-Bildung
wird ebenfalls durch Agr gehemmt (Vuong et al., 2000). Der agr Locus hat zwei
divergente Transkripten RNAII und RNAIIL. RNAII ist ein Operon von vier Genen,
agrBDCA, was flir die Synthese von Autoinducing Peptide (AIP) zustandig ist und
die regulatorische Kaskade aktiviert. RNAIIl ergibt eine regulatorische RNA-
Molektle, die als erster Effektor des Agr Systems extrazellulare Virulenzfaktor
hochreguliert und membrangebundene Proteine runterreguliert (Quave and
Horswill, 2014).

Die Agr-Aktivitat kann an dafur typischen Hamolysine auf Blutagarplatte erkannt
werden, da Stdmme mit defektem Agr System Hamolyse-negativ sind. Das durh
Agr kontrollierte Toxin d-Hamoylsin sowie die PSMs sind allein nicht hamolytisch.

Sie wirken jedoch synergistisch mit 3-Hamolysin.

1.4.2 S. aureus in der Bevélkerung
Obwohl S. aureus eine starke Pathopotenz besitzt, gilt er als fakultativ pathogen.

Er gilt als Kommensal auf der Haut und den Schleimhauten. Am haufigsten wird
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er bei Gesunden im Vestibulum nasi gefunden (Sivaraman et al., 2009). Drei
Muster von S. aureus Kolonisation in der Nase werden beschrieben. 10 bis 30%
der Bevolkerung tragt S. aureus permanent in der Nase, 10 bis 47% sind Nicht-

Trager und der Rest ist intermittierender Trager (Sakr et al., 2018).

Mehrere S. aureus Gene sind wichtig fur die Kolonisation. Der Clumping factor B
(CIfB) und iron-regulated surface determinant A (IsdA) binden an verschiedenen
Proteinen des Stratum corneum der Nase und ermdglichen die Kolonisation
(Schaffer et al., 2006, Clarke et al., 2004). Weiterhin kdnnen S. aureus nicht nur
die Nasenvorhofe, sondern auch die Nasenhohlen oder den Rachen besiedeln.
Die Wandteichonsaure (WTA) scheint hier eine wichtige Rolle zu spielen (Kohler
et al., 2009). Um das Immunsystem zu umgehen, kann S. aureus auch

intrazellular tberleben (Clement et al., 2005, Hanssen et al., 2017).

Neben Faktoren, die von dem Erreger abhangig sind, ist die Kolonisation von
dem Wirtszustand abhangig. Eine HIV-Infektion, Adipositas, Diabetes mit
Dialyse, einige rheumatologische Erkrankung oder atopische Dermatitis sind
Risikofaktoren fur eine Kolonisation der Nase (Sakr et al., 2018). Neben
Erkrankungen scheinen einige Polymorphismen in Genen wie HLA (Kinsman et
al., 1983), Genen, die fur Glukokortikoidrezeptoren, Interleukin-4, C-reactive
Proteinen oder Complement inhibitor protein kodieren (Ruimy et al., 2010), eine
Rolle zu spielen. Weitere Faktoren wie hormonelle Verhitung (Zanger et al.,
2012) oder Hamoglobin in Nasensekretionen (Pynnonen et al., 2011) kénnen den
Tragerstatus ebenfalls beeinflussen. Auch CF-Patienten sind signifikant haufiger
mit S. aureus im Nasenrachenraum besiedelt (Ridder-Schaphorn et al., 2007,
Stone et al., 2009).

1.4.3 Antibiotikatherapie und Resistenzen bei S. aureus
1.4.3.1 Beta-Lactam-Antibiotika
70 bis 80% aller S. aureus Isolate besitzen eine [3-Laktamase, ein Enzym, das
Penicillin inaktiviert. Dazu besitzen einige Stamme das mecA Gen, welches zur
Resistenz gegen penicillinasefesten Penicillin-Derivaten (z.B. Methillin) und
Cephalosporinen fuhrt. MecA kodiert fur ein zusatzliches Penicillinbindeprotein

PBP2a, das nur geringe Affinitat fur B-Laktamantibiotika zeigt. Das aktive
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Zentrum dieser Proteine besitzt eine Struktur, die die Zuganglichkeit fur B-Laktam
Antibiotika verringert (Lim and Strynadka, 2002). W&hrend sich das Gen fir 3-
Laktamase auf einem Plasmid befindet, ist mecA auf einer mobilen,
chromosomalen Geninsel (Staphylococcus cassette chromosome mec,
SCCmec) lokalisiert. Daneben kann die Methicillinresistenz auch durch ein
ebenfalls auf einer SCCmec-Insel lokalisertes mecC-Gen verursacht werden.
Das mecC-Genprodukt zeigt etwas andere biochemische Eigenschaften als
PBP2, fuhrt aber ebenfalls zur Methicillinresistenz (Kim et al., 2012).
Cephalosporinen, Carbapanemen, Monobactam und Clavamen erweitern die
Klasse von (-Laktam Antibiotika (Walsh and Wencewicz, 2016). Nur die flnfte
Generation von Cephalosporinen (u.a. Ceftaroline Fosamil und Ceftobiprole)
zeigt eine hemmende Wirkung gegen PBP2a von MRSA (Stein and Johnson,
2011).

1.4.3.2 Gentamicin
Aminoglykosiden greifen an der 30S Untereinheit des Ribosoms an und
verursachen eine so hohe Anzahl an Translationsfehler, dass es bakterizid wirkt
(Walsh and Wencewicz, 2016). Viele verschiedene Aminoglykosid-
modifizierende Enzyme verleihen Resistenzen gegenuber Gentamicin und
Aminoglykosiden. Sie verandern die Struktur der Antibiotika und verhindern damit

eine Bindung an das Ribosom (Ramirez and Tolmasky, 2010).

1.4.3.3 Erythromycin
Erythromycin ist ein Makrolid und greift an der 50S Untereinheit des Ribosoms,
sodass die Proteinsynthese von Bakterien verhindert wird. Es wirkt daher
bakteriostatisch (Wilson, 2014). Es wird haufig bei S. aureus Infektionen
eingesetzt. Kommensale Staphylokokken sind dann ebenfalls dem Antibiotikum
ausgesetzt und kdnnen Resistenzen entwickeln (Foster, 2017). Die Veranderung
des Ribosoms durch 23S rRNA Methylasen verursacht die Resistenz gegeniber

Erythromycin (Champney et al., 2003).

1.4.3.4 Clindamycin
Clindamycin gehort der Gruppe der Lincosamiden, welche ebenso an dem 50S

Untereinheit greifen (Walsh and Wencewicz, 2016). Es spielt eine grof3e Rolle
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bei der Behandlung von MSSA Infektionen im Fall einer Penicillinallergie (Rayner
and Munckhof, 2005).

1.4.3.5 Trimethoprim und Sulfamethoxazol
Trimethoprim und Sulfamethoxazol werden als Kombinationspraparat
Cotrimoxazol benutzt. Beide Antibiotika verhindern die Synthese von
Tetrahydrofolsédure. Trimethoprim hemmt die Dihydrofolatreduktase (DHFR) und
Sulfomethoxazol die Dihydropteroatsynthase (DHPS), sodass beide Antibiotika
zusammen eine synergetische bakterizide Wirkung haben. Mutationen, die zur
Anderung der DHFR oder DHFS fiihren, verursachen Resistenzen gegen
Trimethoprim oder Sulfamethoxazol (Foster, 2017).

1.4.3.6 Ciprofloxacin
Ciprofloxacin gehdort der Gruppe 2 der Fluorchinolone und inhibiert die bakterielle
DNA Gyrase sowie die Topoisomerase |V, sodass die DNA-Synthese der
Bakterien verringert wird. Mutationen der Gene, die fur die
Topoisomerasenbildung zustandig sind, sowie eine erhohte Expression der
Effluxpumpe NorA fordern S. aureus Resistenzen gegen Ciprofloxacin (Hooper
and Jacoby, 2015).

1.5 S. aureus bei CF-Patienten

1.5.1 Klinische Relevanz von S. aureus in der CF-Lunge
Bei Kindern und jungen Erwachsenen bis zum drei3igsten Lebensjahr ist S.
aureus der haufigste Keim der CF-Lunge (Nahrlich L. (ed.), 2021).

S. aureus kolonisiert ab den ersten Lebensjahren langfristig die Atemwege und
persistiert haufig als ein einziger Klon (Kahl, 2010). Ob eine prophylaktische
Antibiotikatherapie in den ersten Lebensjahren langfristig eine Verbesserung der
Lungenfunktion, des BMIs, weniger Krankenhausaufenthalte oder weniger
zuklnftige Antibiotikatherapie verursacht, konnte nicht nachgewiesen werden
(Rosenfeld et al., 2020). Eine MRSA-Infektion ist assoziiert mit einer schlechterer
Lungenfunktion und schwererem Krankheitsverlauf (Ren et al., 2007), sowie mit
einer erhdhten Mortalitédt (Dasenbrook et al., 2010). Eine vollstandige MRSA

Eradikation ist schwierig und es gibt Hinweise, dass die antibiotische Eradikation
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die Kolonisation mit P. aeruginosa fordern kann, ohne dass eine Verbesserung

der Lungenfunktion stattfindet (Chalmers and Wylam, 2020).

Welche Patienten mit chronischer S. aureus Lungenkolonisation ein erhdhtes
Risiko fur eine Verschlechterung der Lungenfunktion haben, wurde 2016 von
Junge et al. untersucht. Hohere Bakteriendichte im Rachen, Exazerbation,
erhohte IL-6-Spiegel oder Koinfektion mit S. maltophilia sind Faktoren, die den

Krankheitsverlauf verschlechtern (Junge et al., 2016).

Die Schwere der Krankheit wird zusétzlich von Koinfektion mit P. aeruginosa
bestimmt. Patienten mit S. aureus und P. aeruginosa Infektion erleiden
schwerere Exazerbationen und haben eine schlechtere Lungenfunktion (Hubert
et al., 2013, Ahlgren et al., 2015).

1.5.2 Anpassung von S. aureus wéahrend der Infektion

Wahrend chronischer Infektionen kommt es héaufig zu Anpassungen der
Pathogenen an die Infektionsbedingungen. Untersuchungen von Folgeisolaten
zeigen, dass es insbesondere bei CF-Patienten zum Auftreten angepasster
Stdmme von Pseudomonas, Burkholderia und S. aureus kommt. Dabei verlieren
die Bakterien haufig ihre Virulenz, werden resistent gegen Antibiotika oder zeigen
bessere Fahigkeit zur Biofiimbildung und/oder intrazellularem Uberleben
(Hogardt and Heesemann, 2010, Eberl and Timmler, 2004, Goerke and Wolz,
2010). Fur S. aureus wurden verschiedene Anpassungsmechanismen diskutiert
(Goerke and Wolz, 2010, Hirschhausen et al., 2013b, Rumpf et al., 2021).

Small colony variants (SCV) werden haufig bei alteren Patienten mit erhéhten
Antibiotikaexposition nachgewiesen (Besier et al., 2007). SCV sind vor allem
assoziiert mit haufigerer Therapie mit Trimethoprim-Sulfamethoxazol (Kahl et al.,
1998). Sie unterscheiden sich vom normalen S. aureus durch ihre kleinere
Koloniegrél3e, weniger Pigmentation und weniger Hamolyse. Eine intrazellulare
Persistenz wurde in einer in vitro Studie gezeigt (Proctor et al., 2006). SCV sind
weniger virulent als normale S. aureus (Kahl et al., 2005a), sind aber besser an
die CF-Lunge angepasst (Kahl et al., 2003) und zeigen eine hdhere
Antibiotikaresistenz als normale S. aureus (Besier et al., 2007).
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Es gibt mehrere Hinweise, dass die Virulenz/Toxizitat der Stamme im Laufe der
Infektion abnimmt (Goerke and Wolz, 2010, Lange et al.,, 2020). Um das
Immunsystem zu entgehen, konnen S. aureus Biofilm als multizellulare
Anhaufung innerhalb des Mukus bilden (Goerke and Wolz, 2010). Die Bildung
von Biofilm ist fur S. aureus am Anfang der Kolonisation vom Vorteil, um der
Phagozytose und antibiotische Therapie zu entgehen, wahrend sie fir die
langzeitige Persistenz vom Nachteil sein kann, um sich in der Lunge auszubreiten
(Hirschhausen et al.,, 2013a). Verschiedene Mutationen und Anderung der
Genexpression, u.a. die Aktivierung des Agr Systems, verhindern die Bildung von
Biofilm in der CF-Lunge (Schilcher and Horswill, 2020).

Der Umweltstress dem S. aureus in der CF-Lunge exponiert ist, fihrt auch zu
erhéhten genetischen Anderungen und hoher phénotypischen Heterogenitét
(Goerke et al., 2007). Diese phanotypische Heterogenitat kann zum Beispiel

durch Unterschiede in der Hamolyse beobachtet werden (Mossop et al., 2023).

Die erhohte Heterogenitat kann unter anderem durch eine Kolonisation mit
verschiedenen Stammen erklart werden. Ein Stamm pradominiert langzeitig aber
wahrend der chronischen Infektion konnen zusétzliche Stamme die Lunge
kolonisieren (Rumpf et al.,, 2021). Phagenmobilisation kann auch zu erhdhter
genetischer Variation fuhren (Goerke et al., 2004). Phagen kénnen zum Beispiel
Resistenzgene (bertragen und damit zur unterschiedlichen Resistenzlage
fuhren, was die Schwierigkeiten der antibiotischen S. aureus Eradikation erklaren
konnte (Goerke et al., 2007). Durch ,Whole-Genome-Sequencing“ (WGS) konnte
gezeigt werden, dass eine Kolonisation mit unterschiedlichen Stammen haufig
mit unterschiedlichen Resistenzen einhergeht (Long et al., 2021, Schwerdt et al.,
2018).

Hypermutatoren sind Stamme, die eine erhdhte Mutationsfrequenz zeigen und
sich damit besser und schneller an die Infektionsbedingungen anpassen kénnen.
Mutationen der mutS oder mutL kdénnen zur Stérung des ,Mismatch-Repair-
Systems* fihren und diesen Hypermutator Ph&notyp erklaren (Goerke and Wolz,
2010, Besier et al., 2008).
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Es konnte gezeigt werden, dass das Agr-System wahrend Infektionen haufig
mutiert und Agr defekte Stamme bei vielen Infektionen selektiert werden (Goerke
et al., 2000a, Suligoy et al., 2018). Sie kdonnen haufig gleichzeitig mit Agr-
positiven Stammen in klinischen Proben auftreten (Goerke et al., 2007, Traber et
al.,, 2008a). Die Entwicklung von Agr-Mutanten wird durch verschiedene
Umweltbedingungen geférdert. Agr-negative S. aureus Stdmme kdnnen auch
durch Antibiotikatherapie mit Fluorchinolonen selektiert werden (Paulander et al.,
2013, Schroder et al., 2013, Butterfield et al., 2011). Agr defekte Stamme kénnen
unter aeroben Bedingungen selektiert werden, die Agr-Aktivitat wird jedoch durch

Hypoxie gefordert (George et al., 2019).

1.6 Typisierung und Heterogenitat von S. aureus
Die Typisierung von S. aureus hilft bei der Unterscheidung unterschiedlicher
Stamme und kann zum Beispiel bei nosokomialen MRSA-Ausbriichen helfen,
epidemiologische Zusammenhéange aufzudecken. Um die Anpassung von S.
aureus an der CF-Lunge zu verstehen, sind ebenfalls zuverlassige

Typisierungsmethoden notwendig.

Uber Jahre wurde die Typisierung durch die Pulsed-Feld-Gelelektrophorese
(PFGE) als Goldstandard fir die genetische Typisierung von S. aureus
angesehen (Neoh et al., 2019). Nach DNA-Restriktionsverdau mittels des
Enzyms Smal werden die DNA-Fragmente durch ein periodisches elektrisches
Feld getrennt, sodass ein DNA-Fragmentprofil entsteht. Insertion, Exzision oder
Umlagerung von genetischen Elementen wie Phagen oder Mec-Kassetten, sowie
Mutationen in der Smal Erkennungsstellen fiihren zu Anderungen des DNA-
Fragmentprofils (Goerke et al., 2004). Bei mehr als drei Unterschieden im DNA-

Fragmentmuster werden Isolate als nicht genetisch verwandt interpretiert.

Die spa-Typisierung ist eine PCR-basierte Methode zur genetischen Typisierung
von S. aureus Isolaten (Harmsen et al., 2003). Nach Amplifikation und
Sequenzierung der ,Repeat“-Region des Protein-A-Gens wird die DNA-Sequenz
zu einem Staphylokokkentyp der Ridom-StaphType Datenbank zugeordnet. Das
spa-Gen besitzt eine hochvariable Region in der kleine DNA-Abschnitte

(Repeats) in Reihe vorliegen. Heterogenitat des spa-Typs kann durch Gewinn
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oder Verlust der ,Repeats” oder Punktmutationen erklart werden (Kahl et al.,
2005b).

1.7 Fragestellung und Zielsetzung
Die spezielle Physiologie der Atemwege von CF-Patienten begunstigt die
Besiedlung mit S. aureus. Es gibt Hinweise darauf, dass es wahrend der oft
jahrelangen Lungeninfektion zu einer Anpassung und Diversifizierung der S.
aureus Population kommt. So kdnnen Mutationen und strukturellen Varianten
auftreten, die als spezifische Anpassung an die CF-Lunge interpretiert werden
konnen. Die Besiedlung mit unterschiedlichen Varianten/Stamme kodnnte die
dauerhafte Besiedlung mit S. aureus begunstigen und dadurch die Therapie

erschweren.

Bislang ist es unklar, ob sich verschiedene S. aureus Stamme durch konvergente
Evolution an die Lunge anpassen, wie dies bei P. aeruginosa gezeigt wurde.
Bemerkenswert ist, dass die meisten Studien, die sich mit der Evolution von
Bakterien wéhrend einer Infektion befassen, mit einzelnen Isolaten pro Probe
durchgefuhrt wurden.

Ziel dieser Arbeit ist die Diversitat der S. aureus Population bei CF-Patienten und
gesunden Probanden zu bestimmen. Durch herkdmmliche Diagnostik wird
jeweils nur ein S. aureus lIsolat charakterisiert. Das Auftreten von Varianten wird
dabei Gbersehen. In der vorliegenden Arbeit sollte das Sputum und die Nase von
CF-Patienten hinsichtlich Variation der S. aureus Population untersucht werden.
Als Kontrolle sollten Nasenabstriche von gesunden S. aureus positiven
Probanden untersucht werden. Einzelne Kolonien der S. aureus positiven Proben
wurden getrennt phanotypisch und genotypisch charakterisiert. Damit sollte
getestet werden, inwieweit es in der CF-Lunge zu einer héheren Diversifikation
und oder erhéhten Antibiotikaresistenz im Vergleich zu der asymptomatischen
Nasenkolonisation kommt. Damit sollte geklart werden, ob CF-Patienten mit
mehreren Stdmmen gleichzeitig besiedelt sein kénnen und ob CF-Patienten in
der Nase mit den gleichen Stammen wie in der Lunge besiedelt sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Laborgerite

2.1.1.1 Laborgeréte-Grundausstattung

Tabelle 1: Verwendete Laborgeréte, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort
Analysewaage Sartorius Goéttingen
Autoklaven Modell 500-800 | Memmert GmbH + Co.KG Schwabach
Centrifuge 5430R Eppendorf Hamburg
Feinwaage Sartorius Gottingen
Heratherm™ Refrigerated Thermo Scientific Karlsruhe
Incubator
Kolonie-Zahler Schutt Gottingen
Kuhlschrank -20°C und Liebherr Bulle, Schweiz
4°C
Kuvettenstander Brand GmbH Wertheim
Mikroliterpipetten Eppendorf Hamburg
Mikrowellengerat ECG Klicany,
Tschechien
pH-Meter Mettler Toledo Columbus, USA
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgerate GmbH Everstadt
Photometer Ultrospect Amersham Bioscience Uppsala,
2100 pro Schwerden
Reaktionsgefalistander Brand GmbH Wertheim
Sensi-Disc™ BD Dispenser | Beckton Dickinson Spark, USA

Sterilarbeitsbank

Thermo Fischer Scientific

Langenselbold

Thermomixer comfort

Eppendorf

Hamburg

Tiefkuhlgerat V86-7201 (-
80°C)

Ewald Innivationstechnik GmbH

Rodenberg

Vortexgerate Genie 2™

Bender & Hobein AG

Zurich, Schweiz

Vortex Reax Top

Heidolph

Schwabach

Wasserbad

Multimed Biotechnologiekontor
GmbH

Kirchheim unter
Teck
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2.1.1.2 Geréte fiir die PFGE

Tabelle 2: Verwendete Geriéte fiir die PFGE, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort

Bio-Rad Gel Doc™ XR+ Bio-Rad GmbH Miinchen
CHEF-DR™ [I Driver Bio-Rad GmbH Richmond, USA
Modul

CHEF-DR™ I Bio-Rad GmbH Miinchen
Electrophoresis Cell

Electrophoretic Field Bio-Rad GmbH Richmond, USA
Switcher Pulswave™ 760

Gusskammer Bio-Rad GmbH Richmond, USA
Model 1000 Mini Chiller Bio-Rad GmbH Richmond, USA
Power Supply Model Bio-Rad GmbH Richmond, USA
200/2.0

Variable Speed Pump Bio-Rad GmbH Richmond, USA

2.1.1.3 Geréte fiir die PCR

Tabelle 3: Verwendete Geréte fiir die PCR, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort
EasyPhor Medi Biozym Scientific GmbH Hessisch
Gelektrophorese Kammer, Oldendorf
15x10 cm

EasyPhor Midi Biozym Scientific GmbH Hessisch
Gelektrophorese Kammer, Oldendorf
10x7 cm

EasyPhor medi Kamm 14 Biozym Scientific GmbH Hessisch
Zahne Oldendorf
Electrophoresis Power Biozym Scientific GmbH Hessisch
Supply Oldendorf

Mitsubishi P95 Digital

monochrome printer

Mitsubishi Electric Corporation

Tokyo, Japan

PCR T3000-Thermocycler

Biometra GmbH

Gottingen

GelDoc

Bio-Rad GmbH

Munchen
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2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Tabelle 4: VVerwendete Verbrauchsmaterialen, einschlief3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort
Bemis™ Parafilm™ Thermo Fisher Scientific | Neenah, USA
Blutagar(TSA mit Schafblut)- Thermo Fischer Munchen

Platte

Scientific

eSWAB Copan Diagnostics Inc. Murrieta, USA

Impfose Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Impfose Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Kunststoffklivetten Sarnstedt Nurmbrecht

Mikro-Schraubrohre 2 ml Starstedt Nurmbrecht

Nitril puderfreie Handschuhe ABENA Z06rbig

5 ml Pipetten: Costar® Merck Darmstadt

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, Greiner Bio-One GmBH | Frickenhausen

1000 pl

Pipettenspitzen Safeseal 10 pl, Biozym Diagnostik Hessisch Oldendorf

100 pl, 1000 pl GmbH

Petrischalen Sarstedt Nurmbrecht

ReaktionsgefaRe 0,5 ml, 1,5 mi Eppendorf AG Hamburg

und 2,0 ml

Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml Eppendorf AG Hamburg

und 2,0 ml

TSA-Platte Sarstedt Nirmbrecht

Néahrbodenkiiche Mikrobiologie

Tlbingen

THERMANOX Deckglaser 13 mm | Plano GmbH Wetzlar

15 ml Tubes Greiner Bio-One GmBH | Frickenhausen

Zirkinia Glasperlen 0,1 mm Carl Roth Karlsruhe
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2.1.3 Reagenzien und Reaktionskits

2.1.3.1 Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort
Agarose
- Low melting point Bio-Rad Minchen
- Seakem® LE (PFGE) BMA Rockland, USA

Nuclease freies Wasser

Life Technologies Corp.

Austin, USA

Blue Juice™ Gel-Ladepuffer

Thermo Fischer Scientific

Vilnius, Litauen

Borséaure Merck Darmstadt
Brij 58 Serva Heidelberg
BSA Roche Mannheim
dNTPs Roche Mannheim
DTT Thermo Fischer Scientific Vilnius, Litauen
EDTA AppliChem GmbH Darmstadt
EGTA AppliChem GmbH Darmstadt
Ethidiumbromid AppliChem GmbH Darmstadt
Glycerol AppliChem GmbH Darmstadt
100 bp Langenmarker Thermo Scientific Vilnius
NaCl Merck Darmstadt
Na-Desoxycholat AppliChem GmbH Darmstadt
N-Laurylsarcosin SIGMA Steinheim
PBS Serva Heidelberg
Tris-HCI Life-Technologies Paisley,
Schottland
Trizma Base Sigma-Aldrich Taufkirchen

Tryptone soja broth (TSB)

Oxoid, Thermo Fischer

Scientific

Wesel

Staphaurex™ Latex-

Agglutinationstest

Thermo Fischer Scientific

Sybr Safe

Thermo Fischer Scientific

Carlsbad, USA
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2.1.3.2 Verwendete Enzyme
Tabelle 6: Verwendete Enzyme, einschliel3lich Herstellerinformationen.
Bezeichnung Hersteller Ort
DNA Polymerase HotStar Taq Qiagen Hilden
Exo-SAP-IT™ Thermo Fischer Scientific Vilnius, Litauen
Lysostaphin Ambi Towbridge, USA
Proteinase K Merck Darmstadt
Smal Roche Mannheim
Xmal Roche Mannheim

2.1.3.3 Verwendete Kontrollst&mme
Tabelle 7: Verwendete Stamme fiir die PCR, PFGE und Cross-Streaks.
Name Beschreibung Referenz
RN4220 Restriction deficient derived from AG Wolz
NCTC8325
HGO001 Wildtyp AG Wolz
2.1.3.4 Verwendete Primers
Tabelle 8: Verwendete Primers fiir die Spa-PCR, einschlieBlich Herstellerinformationen.
Bezeichnung | Sequenz Hersteller Ort
Spal534 5'-CAGCAGTAGTGTTTGC-3" | Biomers.net GmbH | UIm
Spal096 5'-GACGATCCTTGTGAGC-3' | Biomers.net GmbH | UIm
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2.1.4 Anzuchtmedien, Puffer und L6sungen

Tabelle 9: Verwendete Puffer, Anzuchtmedien und Lésungen mit Zusammensetzung.

Medium, Puffer Zusammensetzung Konzentration | Menge in g
Einfriermedium Glycerin 10 mi
TSB 30 ml
Laufpuffer fur PFGE TBEX 10 85 ml
Aqua bidest 1615 ml
Lysepuffer 500 mL (pH 7,6) Tris (Trizma Base) 6 mM 0,36
Na2-EDTA (Titriplex I1I) 100 Mm 18,61
NaCl 1M 29,22
Brij 58 0,5% 2,
Na-Desoxycholat 0,2% 1
N-Laurylsarcosin 0,5% 2,5
Proteolysepuffer 500 mL (pH Na2-EDTA (TitriplexIll) 0,25 M 46,5
9,0) EGTA 20 mM 3,8
N-Laurylsarcosin 1% 5
TBE Puffer 10x Borsaure 0,9M
EDTA 0,01 M
Tris 1M
Agqua
TE Puffer 10x 500 mL (pH 8,0) | Na2-EDTA (TitriplexlIl) 10 mM 1,86
Tris-HCI 100 mM 6,05
TSB 1L TSB 309
Agqua 1L
Waschlésung 500 mL (pH 8,0) | Tris (Trizma Base) 10 mM 0,605
Na2-EDTA (TitriplexIIl) 10 mM 1,861
EGTA 10 mM 1,9
NaCl 1M 29,22
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2.1.5 Antibiotika

Tabelle 10: Verwendete Antibiotikaresistenztestblattchen, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort
BD BBL™ Sensi-Disc™ Cefoxitin 30 pg Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Ciprofloxacin 5 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Clindamycin 2 pg Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Erytromycin 15 pg Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Fusidinsaure 10 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Gentamicin 10 pg Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Mupirocin 200 pg Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Rifampicin 15 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Beckton Spark,
Sulfamethoxazol/Trimethroprim 23,75/1,25 pg Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Tetracyclin 30 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Tigecyclin 15 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
BD BBL™ Sensi-Disc™ Vancomycin 30 ug Beckton Spark,
Dickinson USA
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2.1.6 Verwendete Softwares

Tabelle 11: Verwendete Softwares, einschliel3lich Herstellerinformationen.

Bezeichnung Hersteller Ort

Image Lab 5.2.1 Bio-Rad GmbH Hercules, USA
GraphPad PRISM GraphPad Software, Inc. Boston, USA
Ridom StaphType Ridom GmbH Minster

SPSS IBM Armonk, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign
Wir fuhrten eine prospektive Beobachtungsstudie im Zeitraum vom 06.12.2018
bis zum 27.02.2020 durch. Hierbei wurden zwolf CF-Patienten, welche eine
langzeitige Kolonisation von S. aureus in der Lunge nachwiesen, sowie neun
gesunde und immunkompetente Probanden rekrutiert. Es wurde bei jedem
Probanden mindestens einen Nasenabstrich und bei jedem Patienten
mindestens ein Nasenabstrich und eine Sputumprobe untersucht. Um die
langzeitige Kolonisation von S. aureus bei gesunden Probanden nachzuweisen,
wurde pro Probanden mindestens ein zusatzlicher Nasenabstrich als
Verlaufskontrolle nach mindestens zwei Monaten untersucht. Wenn mdglich,
wurden auch bei jedem Patienten zusatzliche Verlaufskontrolle mit Abstand von

mindestens zwei Monaten untersucht.

2.2.2 Ethikstatement
Die Ethikkommission stimmte am 05.11.2018 der Studie unter der
Projektnummer 723/2018B0O2 zu. Die Studie hielt die Richtlinien der Deklaration
von Helsinki (2004) ein und alle Patienten, bzw. und Erziehungsberechtigte, und
Probanden wurden utber den Inhalt und den Ablauf der Studie informiert und
unterschrieben einen Aufklarungsbogen.

2.2.3 Patientenpopulation
Die Patienten wurden mit Hilfe der zertifizierten Mukoviszidose-Ambulanz in
Tlbingen rekrutiert. Einschlusskriterien waren Besiedelung von S. aureus in der
Lunge in der letzten mikrobiologischen Untersuchung, diagnostizierte

Mukoviszidose mit mindestens zwei positiven Schweil3test-Ergebnissen
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und/oder zwei nachgewiesenen CF-Mutationen, die Mdglichkeit Sputumprobe zu
sammeln, sowie die Einwilligung zur Studienteilnahme durch die Patienten selbst
und/oder die Erziehungsberechtigte.

Bei den gesunden Probanden handelte es sich um Medizinstudierende oder
Mitarbeiter des Instituts fur medizinische Mikrobiologie und Hygiene in Tlbingen.
Einschlusskriterien waren Volljahrigkeit, keine bekannte Lungenerkrankung, kein
bekannter Immundefekt, sowie die Einwilligung zur Studienteilnahme durch die

Probanden selbst.

2.2.4 Sammlung von Proben

2.2.4.1 Sputum und Nasenabstriche von CF-Patienten

Zwolf CF-Patienten mit langzeitiger Kolonisation von S. aureus in der Lunge
wurden untersucht.

Alle Sputa und Nasenabstrichen wurden ungekihlt von der CF-Ambulanz zur
mikrobiologischen Untersuchung ins Institut fur Mikrobiologie transportiert und
dort routinemaRig untersucht. Nach erfolgter Untersuchung wurden die Sputa fur
den Zeitraum der Studie in einem Kuhlraum bei -80°C bis zur Abholung
aufbewahrt.

Sputa und Nasenabstrichen wurden bei -80°C gelagert, nachdem sichergestellt
wurde, dass die Lagerung bei -80°C die weiteren Experimente nicht beeinflusste.
Mindestens eine Sputumprobe und ein Nasenabstrich wurden fir die Arbeit
eingefroren. Bei sieben Patienten wurden zusétzliche Proben mit einem
Zeitabstand von mindestens zwei Monaten entnommen. Bei funf Patienten wurde

eine dritte Probe nach mindestens zwei Monaten entnommen.

2.2.4.2 Kontrollgruppe
In der Kontrollgruppe wurden immunkompetente Medizinstudierende oder
Mitarbeiterinnen des Instituts fur Mikrobiologie nach den oben genannten
Kriterien rekrutiert. Es wurde neun gesunde Probanden eingeschlossen, bei
denen mindestens zwei S. aureus positive Nasenabstrichen im Zeitabstand von
mindestens zwei Monaten nachgewiesen wurden. Bei vier Probanden wurde ein
dritter Nasenabstrich mit einem Zeitabstand von mindestens zwei Monaten

durchgefihrt.

31



Material und Methoden

Die Nasenabstriche wurden mit eSWAB von COPAN durchgefiihrt. Beide
Nasenvorhtfe wurden ca. funf Sekunden mit rotierender Bewegung
abgestrichen. Die Watte wurde im Labor abgetrennt und in Einfrierlosung nach

Vortexen bei -80°C eingefroren.

2.2.5 Verdiinnungsreihen und Einfrieren von reinen Kolonien

Fur die weitere Verarbeitung der Nasenabstriche wurden Verdinnungsreihen
(1:10, 1:100, 1:1000) durchgefihrt und jeweils 100 pl der Verdinnung, sowie die
unverdinnte Probe, auf einer Blutagar-Platte ausplattiert. Nach 16-20 Stunden
bei 37°C Inkubation wurden die koloniebildenden Einheiten pro Milliliter (KBE/ml)
gezahlt. Die S. aureus Kolonien wurden nach Form, Farbe, Grof3e und
Hamolyseverhalten beurteilt und einzelne Kolonien wurden auf einer neuen
Blutagar-Platte ausgestrichen. Mit Staphaurex™ Latex-Agglutinationstest wurde
S. aureus bestatigt. Die positiven Kolonien wurden von den neuen Blutagar-
Platten nach 16-20 Stunden Inkubation bei 37°C in 2 ml Cups mit Einfriermedium
bei -80°C eingefroren. Die Proben wurden mit Patientennummern fortlaufend
nummeriert.

Proben aus Sputa wurden mit einer Losung aus DTT 0,1% homogenisiert
(Endkonzentration von DTT 50 pg/ml) und mit PBS die Verdinnungsreihe
durchgefthrt (1:10, 1:100, 1:1000). Jeweils 100 pl der Verdinnung, sowie die
unverdinnte Probe, wurden auf einer Blutplatte ausplattiert. Nach 16-20 Stunden
bei 37°C Inkubation wurden die KBE/ml gezahlt. Die S. aureus Kolonien wurden
nach Form, Farbe, Grof3e und Hamolyseverhalten beurteilt und eine reine Kultur
wurde auf einer neuen Blutagar-Platte ausplattiert. Mit Staphaurex™ Latex-
Agglutinationstest wurde S. aureus bestatigt. Die positiven Kolonien wurden aus
dem neuen Blutagar-Platte nach 16-20 Stunden bei 37°C Inkubation in 2ml Cups
mit Einfriermedium bei -80°C eingefroren. Die Proben wurden mit Patienten- oder

Probandennummern fortlaufend nummeriert.

2.2.6 spa-Typisierung
2.2.6.1 DNA-Isolierung
Mithilfe einer sterilen Ose wurden eingefrorenen Kolonien auf einer TSA-Platte

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation
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wurden die Bakterien mit einer Ose in 1 mL TE suspendiert und fur drei Minuten,
10 000 rpm, bei 4°C abzentrifugiert. Der Pellet wurde in 100 ul TE resuspendiert,
mit 3 pyL Lysostaphin (5mg/ml) flr zehn bis zwanzig Minuten bei 37°C inkubiert.
400 pL Proteolysepuffer (von PFGE) und 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) wurden
hinzugeflugt und fir eine Stunde bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Die Proteinase
K wurde fur zehn Minuten bei 95°C auf Heizblock inaktiviert. Die DNA-Proben

wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.2.6.2 Spa-PCR
Fur die PCR wurden 2 puL der DNA-Proben mit DNAse freiem Wasser 1:100
verdunnt. Die PCR-Reagenzien (aul3er dNTPs) des PCR Kits wurden bei -20°C
gelagert. Es wurde NTP-Mix aus den entsprechenden NTPs Stammldsungen
hergestellt: 10 yL ATP, 10 pl TTP, 10 pl CTP und 10 pl GTP mit 360 uyl PCR-
grade H20.
Ein 25 pL Ansatz von Mastermix wurde vorbereitet (s. Tabelle 12).

Tabelle 12: 25 ul Ansatz fiir Spa-PCR.

H20 16,25 i
10x PCR-Buffer 2,5 ul
NTP 2 ul
MgClI2 1 pl
Spa 1534 1l
Spa 1096 1 pl
Taq (vom Eisblock) 0,25 ul
DNA 11 pl

FiUr die negative Kontrolle wurde H20 benutzt, fur die positive Kontrolle der S.
aureus Wildtyp HGOO01 der AG Wolz. Im PCR-Gerat lauft die PCR mit dem
Programm SpaPCR. Die PCR-Produkte wurden bei -20°C eingefroren.

2.2.6.3 Gelelektrophorese
Fur die Gelelektrophorese wurde ein Gel fur 14 Proben vorbereitet: 50 ul von TAE
1x Puffer mit 1% Agarose wurde in der Mikrowelle erwéarmt und homogenisiert. 5

pl von Sybr Safe wurde nach Abkuhlung hinzugefugt. Das Gel wurde in einer
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kleinen Kammer fiir Gelelektrophorese gegossen und die Luftblase wurden
entfernt. Das Gel wurde mit einem Zellstoff abgedeckt und fiir dreil3ig Minuten
stehen gelassen. In der ersten und letzten Tasche vom Gel wurde 5 pl von 100
bp Langenmarker pipettiert. 5 pl von PCR-Produkten wurden mit 3 pl Blue juice
gemischt und in den Taschen pipettiert. Das Gel wurde mit 90 V und 400 mA flr

36 Minuten laufen gelassen.

2.2.6.4 Enzymatische Aufreinigung mit ExoSAP-IT™
Zur Aufreinigung der PCR-Produkte fir die Sequenzierung wurde 5 uyl vom PCR-
Produkt mit 2 pl von ExoSAP-IT™ gemischt und fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
Durch 15 Minuten Inkubation bei 80°C wurde ExoSAP-IT™ inaktiviert. Die
aufgereinigten PCR-Produkten wurden bei -20°C bis zur Sequenzierung
gelagert.
Die Sequenzierung wurde von 4base lab AG durchgeftihrt und mittels StaphType

von Ridom ausgewertet.

2.2.7 PFGE und Bestimmungen von Varianten
2.2.7.1 DNA-Isolierung

Mithilfe einer sterilen Ose wurden eingefrorene Kolonien auf einer Blutagar-Platte
ausgestrichen und dber Nacht bei 37°C inkubiert. Von der Platte wurden
Bakterien mit einer Ose in TSB suspendiert und die ODeoo bestimmt. Eine
Bakterienmenge entsprechend einer OD 60 = 0,5 wurde in ein neues
Reaktionsgefal tberfihrt und drei Minuten bei 4°C mit 1000 rpm zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 500 pl Waschlésung gewaschen, resuspendiert und
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 90 pl Waschlésung resuspendiert und auf 55°C
im Heizblock erwarmt. 2%-LMP-Agarose wurde bei 100°C aufgeschmolzen und
auf 55°C im Heizblock abgekihlt. 100 pl Lmp-Agarose wurde zu 100 pl
Bakteriensuspension gegeben und gemischt. Die Mischung wurde in
Gusskammern pipettiert und drei3ig Minuten in Kuhlschrank (4°C) stehen

gelassen.

In 2 ml Eppendorf-Cups wurde 1 ml Lysepuffer fir PFGE mit 5 pl Lysostaphin (10
mg/ml) gemischt. Die abgekuhlten Agaroseblockchen wurden mit einem Spatel

in den Cups Uberfiihrt und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Der Lysepuffer wurde abgezogen und durch 1 ml Proteolysepuffer mit 50 pl
Proteinase K (10 mg/ml) ersetzt und fur 5,5 Stunden im Wasserbad (55°C)
erwarmt. Der Puffer wurde abgezogen und erneut durch 1 ml Proteolysepuffer
mit 50 ul Proteinase K ersetzt und Gber Nacht im Wasserbad bei 55°C inkubiert.
Der Proteolysepuffer wurde abgezogen und 5x mit 1 ml TE, pH 8,0 bei 4°C eine
bis zwei Stunden gewaschen. Die Agarosebléckchen wurden in 1x TE bei 4°C

aufbewahrt.

2.2.7.2 Restriktionsverdau
100 pl der Probe wurde auf einer sterilen Petrischale mit einem Deckglaschen
nach Vorlage abgeschnitten. Ein Ansatz wurde fiir den Restriktionsverdau

vorbereitet (s. Tabelle 13).

Tabelle 13: 200 ul Ansatz fiir den Restriktionsverdau.

DNA freies Wasser 79 ul
10x TBE 20 pl
Smal lp
BSA (20 mg/ml) 1p
DNA-Gelprobe 100 pl

Der Ansatz wurde 30°C im Heizblock Giber Nacht, bzw. mindestens zwei Stunden
erwarmt. Als Referenzstamm wurde HGOO1 verwendet. Der Restriktionsverdau
wurde vor Elektrophorese durch Zugabe von 500 pl 1x TBE gestoppt.

In einigen Fallen wurden die Proben mit dem Restriktionsenzym Xmal statt Smal

verdaut.

2.2.7.3 Elektrophorese des Makrorestriktionsverdaus
Ein Gel mit 1% Agarose wurde mit 1,8 g Seakem Agarose, 171 ml Wasser und 9
ml 10x TBE in der Mikrowelle aufgekocht und auf 50° im Wasserbad abgekunhlt.
Die verdauten Proben wurden mit Hilfe von Spateln auf die Vorderseite des
Kammes aufgebracht. Die Gelrahmen wurden zusammengeschraubt und der
beladene Kamm eingesetzt. Die abgekihlte Agarose wurde vorsichtig
eingegossen und ca. dreiBig Minuten ausgehartet. Wahrend der Kamm

herausgezogen wurde, blieben die Proben in den Taschen haften.
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Wahrenddessen wurde der PFGE-Elektrophoresekammer mit zwei Litern
destilliertem Wasser gespilt (gro3es Modul an und Pumpe an). Der Laufpuffer
wurde mit 85 ml 10x TBE und 1615 ml Aqua hergestellt. Das destillierte Wasser
wurde durch den Puffer ersetzt und die Kihlung auf 12°C eingeschaltet. Das
abgekihlte Gel wurde in Elektrophorese-Kammer gegeben.

Die Laufbedingungen der PFGE wurden wie in Tabelle 14 eingestellt.

Tabelle 14: Laufbedingungen der PFGE.
Pulsewave Spannungsquelle
Initial time: 5s | 200 V
Final time:15s | Timer: 23 h
Runtime:10 h | Mode 11
Mode 10
Initial time: 15 s

Final time:60 s
Run time:13 h
Mode 0

2.2.7.4 Féarbung mit Ethidiumbromid
Das Agarosegel wurde in spezielle Farbewanne gegeben und die Féarbelésung
mit Ethidiumbromid in 0,5x TBE zugegeben und drei3ig Minuten inkubiert. Die
Farbeldsung wurde in die Flasche zurlickgegossen, da sie mehrfach verwendbar
war. Mit destilliertem Wasser wurde das Gel zehn Minuten entfarbt und

anschlie3end fotografiert.

2.2.8 Bestimmung der Agr-Aktivitét
Auf einer Blutagar-Platte wurde der S. aureus Stamm RN4220 in der Mitte
ausgestrichen. Senkrecht davon wurden vier gesammelte Stamme und HGO001
als Kontrolle ausgestrichen. Die Platte wurde tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

Hamolyse und Agr-Aktivitdt wurden am darauffolgenden Tag beurteilt.

2.2.9 Resistenzbestimmung mit Agardiffusionstest
Eine Kolonie wurde in 2 ml NaCl 0,9% resuspendiert, homogenisiert und auf eine

ODeoo = 0,1 eingestellt. Mit Wattestdbchen wurden die Bakterien aus dem
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Rohrchen in drei Richtungen auf einer Agar-Platte ausplattiert. Antibiotika-
getrankte Plattchen wurden auf die Platte gestempelt. Die Platte wurde fur 16-20
Stunden bei 37°C inkubiert. Die untersuchten Antibiotika und deren Grenzwerte
fur Sensibilitat werden in Tabelle 12 dargestellt. Die Clindamycin und
Erythromycin-Plattchen wurden nebeneinandergelegt, sodass eventuelle
induzierte Resistenz gegen Clindamycin detektiert wird. Nach Inkubation wurde
die GroRe des Hemmhofs fur jedes Antibiotikum gemessen und nach EUCAST
Leitlinien die Resistenz bestimmit.

Tabelle 15: Grenzwerte fiir Sensibilitdt nach EUCAST 2023.

Antibiotikum Resistent Sensibel
Cefoxitin 30 pg <22 mm 222 mm
Ciprofloxacin 5 ug <21 mm =250 mm
Clindamycin 2 g <22mm 222 mm
Erytromycin 15 pg <21 mm 221 mm
Fusidinsaure 10 pg <24 mm 224 mm
Gentamicin 10 ug <18 mm =218 mm
Mupirocin 200 ug <18 mm =30 mm
Rifampicin 15 pg <26 mm 226 mm
Sulfamethoxazol/Trimethroprim <14 mm 217 mm
23,75/1,25 ug

Tetracyclin 30 ug <22mm 222 mm
Tigecyclin 15 pg <19 mm 219 mm
Vancomycin 30 ug

Sulfamethoxazol/Trimethroprim <14 mm 217 mm
23,75/1,25 pg

2.3 Erfassung von Patientendaten
Folgende Daten wurden pro Patienten mit Hilfe der Mukoviszidose-Ambulanz des
Universitatsklinikums Tldbingen erfasst: Geschlecht, Mutation,
Bakteriennachweise der letzten Sputumuntersuchungen, Body Mass Index (BMI)
mit und ohne Perzentile, Grol3e und Gewicht mit und ohne Perzentile, forcierte
Einsekundenkapazitdt (FEV1) mit und ohne Vorhersagewert (%), forcierte

Vitalkapazitat (FVC) mit und ohne Vorhersagewert (%), Antibiotikatherapie
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(soweit erfassbar) und Modulatortherapie. Der Lung Clearance Index (LCI-Wert)

war nur flr einige Patienten verfugbar.

2.4 Statistische Analyse

2.4.1 KBE-Analyse
Die KBE/ml folgt keine Gaul3-Verteilung. FiUr die Analyse wurde die
logarithmische Funktion von KBE benutzt.
Es sollte herausgefunden werden, ob der Anzahl an KBE/ml sich in der Nase von
gesunden Probanden, im CF-Sputum und in der Nase von CF-Patienten sich
unterscheidet.
Dafltr wurden drei t-Tests fur Mittelwertgleichheit durchgefiihrt (logKBE/ml in der
Nase von gesunden Probanden vs. logKBE/ml im CF-Sputum, logkBE/ml in der
Nase von gesunden Probanden vs. Nase von CF-Patienten). Um die
Mittelwertgleichheit von logKBE/ml in der Nase von CF-Patienten und im Sputum
zu vergleichen, wurde ein t-Test fir gepaarte Stichproben benutzt.
Es wurden jeweils die ersten Proben von Patienten und gesunden Probanden
untersucht. Die zweiten und dritten Proben wurden mit weiteren t-Tests getrennt
untersucht.
Da mehrere t-Tests zum Vergleich durchgefuhrt wurden, wurde die Bonferroni

Korrektur benutzt, um eine Alpha-Kumulierung-Fehler entgegenzuwirken.

2.4.2 Phénotypische Diversitét
Es sollte herausgefunden werden, ob die phéanotypische Diversitat (auf einer
Platte unterschiedlich aussehende Kolonien von einer Probe) abhéngig von
Ursprung der Probe ist.
Daflr wurde der exakte Test nach Fischer-Freeman-Halton drei Mal benutzt. Es
wurden die ersten Proben zusammen verglichen. Die Proben, die an einem
zweiten Zeitpunkt abgenommen wurden, wurden miteinander verglichen, sowie

die Proben, die an einem dritten Zeitpunkt abgenommen wurden.
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2.4.3 Genetische Diversitét
2.4.3.1 spa-Typisierung
Es sollte herausgefunden werden, ob die genetische Diversitat des spa-Typs
abhéangig von Ursprung der Probe ist. Der spa-Typ von mindestens funf Kolonien
einer Probe wurde untersucht.
Daflr wurde der exakte Test nach Fischer-Freeman-Halton drei Mal benutzt. Es
wurden die ersten Proben miteinander verglichen. Die Proben, die an einem
zweiten Zeitpunkt abgenommen wurden, wurden miteinander verglichen, sowie

die Proben, die an einem dritten Zeitpunkt abgenommen wurden.

2.4.3.2 PFGE-Typisierung
Es sollte herausgefunden werden, ob die genetische Diversitat des DNA-
Fragmentprofils abhéngig von Ursprung der Probe ist. Der DNA-Fragmentprofil

von mindestens funf Kolonien einer Probe wurde untersucht.

Dafur wurde der exakte Test nach Fischer-Freeman-Halton drei Mal benutzt. Es
wurden die ersten Proben miteinande verglichen. Die Proben, die an einem
zweiten Zeitpunkt abgenommen wurden, wurden miteinander n verglichen, sowie

die Proben, die an einem dritten Zeitpunkt abgenommen wurden.

2.4.4 Diversitat der Agr-Aktivitéat
Es sollte herausgefunden werden, ob die Diversitat der Agr-Aktivitdt abhangig
von Ursprung der Probe ist. Die Agr-Aktivitdt von mindestens funf Kolonien einer
Probe wurde auf eine Blutagar-Platte untersucht. Fur jede Probe wurde die Agr-
Aktivitat bestimmt und kategorisiert: alle Kolonien negativ, alle Kolonien positiv,
oder Kolonien sowohl negativ und positiv.
Der exakte Test nach Fischer-Freeman-Halton wurde drei Mal benutzt. Es
wurden die ersten Proben miteinander verglichen. Die Proben, die an einem
zweiten Zeitpunkt abgenommen wurden, wurden miteinander verglichen, sowie

die Proben, die an einem dritten Zeitpunkt abgenommen wurden.

2.4.5 Antibiotikaresistenzen
Es sollte herausgefunden werden, ob die Antibiotikaresistenzen von zwolf
verschiedenen Antibiotika sowohl in der Lunge als auch in der Nase gleich sind.

Daflur wurde der exakte Test nach Fisher fiir Antibiotika benutzt. Es wurden die
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ersten Proben miteinander verglichen. Die Proben, die an einem zweiten
Zeitpunkt abgenommen wurden, wurden miteinander verglichen, sowie die

Proben, die an einem dritten Zeitpunkt abgenommen wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Studiendesign.

In die Studie wurden zwolf CF-Patienten mit bekannter S. aureus
Lungenbesiedlung eingeschlossen. Von den Patienten wurden sowohl Sputa als
auch Nasenabstriche auf S. aureus untersucht (s. Tabelle 16). Bei sieben
Patienten wurde die Untersuchung nach mindestens zwei Monaten wiederholt.
Eine dritte Sputumprobe wurde bei funf Patienten nach weiteren zwei Monaten
entnommen. Neun gesunde S. aureus positive Probanden wurden in die Studie
eingeschlossen und nach zwei Monaten eine Folgeuntersuchung durchgefihrt.
Bei drei Probanden wurde ein dritter Abstrich nach weiteren zwei Monaten

untersucht (s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Untersuchte Sputen und Nasenabstriche bei CF-Patienten und gesunden Probanden.

Patient/Proband’ 1. S. aureus 2. S. aureus 3. S. aureus
Isolation Isolation Isolation
Proben? Isolaten® | Proben Isolaten Proben Isolaten
Patient 1 CF1-N1 5 x4 X X X
CF1-S1 8 X X X X
Patient 2 CF2-N1 5 X X X X
CF2-S1 5 CF2-S2 5 CF2-S3 5
Patient 3 CF3-N1 5 X X X X
CF3-S1 9 CF3-S2 5 X X
Patient 4 CF4-N1 5 CF4-N2 Negativ® X X
CF4-S1 10 CF4-S2 5 CF4-S3 5
Patient 5 CF5-N1 Negativ X X X X
CF5-S1 6 X X X X
Patient 6 CF6-N1 5 X X X X
CF6-S1 7 CF6-S2 6 X X
Patient 7 CF7-N1 5 CF2-N2 5 X X
CF7-S1 9 CF2-S2 7 CF7-S3 5
Patient 8 CF8-N1 Negativ CF8-N2 5 X X
CF8-S1 6 CF8-S2 5 CF8-S3 5
Patient 9° CF9-N1 Negativ X X X X
CF9-S1 6 CF9-S2 7 CF9-S3 6
Patient 10 CF10-N1 | 5 X X X X
CF10-S1 | 8 X X X X
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Patient 11 CF11-S1 | 7 X X X X
Patient 12 CF12-S2 | 8 X X X X
Proband 1 K1-N1 5 K1-N2 5 K1-N3 5
Proband 2 K2-N1 5 K2-N2 5 X X
Proband 3 K3-N1 5 K3-N2 5 X X
Proband 4 K4-N1 5 K4-N2 5 K4-N3 5
Proband 5 K5-N1 5 K5-N2 5 K5-N3 5
Proband 6 K6-N1 5 K6-N2 5 X X
Proband 7 K7-N1 5 K7-N2 5 X X
Proband 8 K8-N1 5 K8-N2 5 X X
Proband 9 K9-N1 5 K9-N2 5 X X

1: Die Patienten- und Probandendaten wurden bei Probeentnahme anonymisiert.

2: S. aureus Isolate wurden entsprechend der Patienten/Probandennummer und Probenahme
bezeichnet. ,CF* steht fiir Cystic Fibrosis und somit als Kennzeichen fiir die Patientengruppe, ,K“
fiir die Kontrollgruppe. ,N* steht flir Probenahme aus der Nase und ,S“ aus Sputum.

3: Anzahl an untersuchten Isolaten

4: Keine Probenahme

5: Kein S. aureus Nachweis

6: Zwei weitere Sputa wurden bei Patienten 9 untersucht und kein S. aureus wurde nachgewiesen

Bei allen Patienten zeigte sich mindestens eine Sputumprobe als S. aureus
positiv. Alle Proben wurden quantitativ auf S. aureus untersucht. Hierzu wurden
serielle Verdinnungen der Proben durchgefuhrt. S. aureus Kolonien wurden
durch Staphaurex™ Latex-Agglutinationstest identifiziert. Es wurden pro Probe
mindestens fiinf Kolonien isoliert und fur weitere Untersuchungen eingefroren.
Es wurden insbesondere S. aureus Kolonien mit auffallend unterschiedlichem
Phanotyp (Hamolyse, Farbe, Grol3e) isoliert. Wenn die Kolonien phanotypisch
nicht unterschiedlich waren, wurden funf Kolonien zuféllig ausgesucht. Alle S.
aureus lIsolaten wurden auf phénotypische und genetische Diversitat,

Antibiotikaresistenzen und Agr-Aktivitat untersucht.

Von allen Patienten wurden folgende klinische Daten erhoben: Body Mass Index,
Ergebnisse der Lungenfunktionsuntersuchung, Vorbehandlung mit Antibiotika,
Modulatortherapie, Begleitflora im Sputum. (s. Anhang Tabelle 21 bis 25)

Die Begleitflora im Sputum wurde durch das Diagnostische Labor der

Medizinische Mikrobiologie dokumentiert und présentierte sich als sehr
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heterogen (Candida specien, Aspergillus fumigatus, [B-hémolysierende
Streptokokken, Haemophilus influenzae, Achromobacter xylosoxidans und
dentrificans, Escherescia coli, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas
aeruginosa). Nur in einer Sputumprobe von Patient 2 wurde Pseudomonas

aeruginosa nachgewiesen.

3.2 Persistierende Besiedlung mit S. aureus bei CF-Patienten

Alle Patienten hatten vor der ersten Probenahme mindestens eine Sputumprobe,
in der S. aureus vom mikrobiologischen Institut des Universitatsklinikums
Tldbingen nachgewiesen wurde. Somit hatten alle Patienten mindestens zwei
Sputumproben mit S. aureus Nachweis. Bei einem Patienten wurde im Verlauf
kein S. aureus im Sputum nachgewiesen. Bei zwei von zehn Patienten wurde in
der Nase kein S. aureus nachgewiesen. Patient 8 hatte bei der ersten
Untersuchung kein S. aureus im Nasenabstrich, in der Folgeprobe war aber S.
aureus nachweisbar. Bei Patienten 4 zeigte sich nur im ersten Nasenabstrich
eine S. aureus Besiedlung.

Somit zeigte sich bei den meisten Patienten (8/10) zumindest im Rahmen einer
Probenahme eine S. aureus Besiedlung in der Nase. Vorrilbergehend war jedoch
bei einigen Patienten der Nasenabstrich negativ.

3.3 S. aureus Dichte in Sputum und Nasenabstrichen
Die S. aureus Dichte der einzelnen Proben wurde durch Bestimmung der KBE/ml
ermittelt. Der Mittelwert der S. aureus Dichte Uber alle Proben war nicht
normalverteilt. FUr die Analyse wurde daher im Folgenden die logarithmische

Funktion von KBE/ml verwendet.

Abbildung 1 zeigt, dass die Bakteriendichte in Sputumproben signifikant hoher
als in Nasenabstrichen von Patienten oder gesunden Probanden war. Im Sputum
wurden zwischen 3 x 10° und 9,225 x 108 Bakterien/ml (Median 5,1 x 10°)
nachgewiesen. In Nasenabstrichen der Patienten wurden zwischen 80 und 25 x
10° Bakterien/ml (Median 2,3 x 10%/ml) nachgewiesen. In Nasenabstrichen der
gesunden Probanden wurden zwischen 60 und 5,3 x 10° Bakterien/ml (Median
11,2 x 10%ml) nachgewiesen. Die Bakteriendichte in Nasenabstrichen von

Patienten und gesunden Probanden zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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Eine Zusammenfassung der Tests auf Mittelwertsgleichheiten von log(KBE/ml)
findet sich im Anhang (s. Tabelle 26).

S. aureus Dichte
*ok ok *
1 —
Joo K*x ks
I 1n i

ns i

1™ &

1 g0 _

log(KBE/ml)

Probenursprung

Abbildung 1: S. aureus Dichte in Sputa und Nasenabstrichen

Die Keimzahl/ml wurde durch serielle Verdiinnungen der Proben und Anzucht auf Blutagarplatten ermittelt.

Es wurde der t-test bei abhdngigen und unabhé&ngigen Proben und die Bonferroni-Korrektur angewendet.

*p<0,05*: p<0,01; **p<0,001.

3.4 Einfluss von der Modulatortherapie auf Krankheitsverlauf und S.

aureus Keimzahl

In einigen Studien wurde gezeigt, dass die Modulatortherapie einen positiven

Einfluss auf die Lungeninfektion von CF-Patienten hat. Drei der Patienten

erhielten wahrend des Untersuchungszeitraums eine solche Therapie. Alle

Patienten waren S. aureus positiv. Im Weiteren wurde untersucht, inwieweit die

Therapie eventuell zu einer geringeren S. aureus Dichte flhrt.

In den 18 untersuchten Sputen von Patienten, die nicht mit Tezacaftor/Ivacaftor

behandelt waren, wurden zwischen 3,2 x 10% und 5,18 x 108 Bakterien/ml (Median

3,475 x 10°) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 3,51 und 8,71, Median 6,54).

In den sechs untersuchten Sputumproben von Patienten, die eine Behandlung

mit Tezacaftor/lvacaftor bekommen hatten, wurden zwischen 2,225 x 10° und

9,225 x 108 Bakterien/ml (Median 1,325 x 108) nachgewiesen (log(KBE/ml)
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zwischen 5,35 und 8,96, Median 8) (s. Abbildung 2). Es war kein signifikanter

Einfluss der Therapie auf die Bakteriendichte nachweisbar.

S. aureus Dichte
im Sputum

& [

o— T
Nein Ja

log(KBE/mI)

Therapie mit Ivacaftor

Abbildung 2: Korrelation zwischen S. aureus Dichte im Sputum und Modulatortherapie.

Die Analyse von Kklinischen Parametern konnte bestatigen, dass die
Modulatortherapie den Krankheitsverlauf positiv beeinflusst. Die Abbildungen 3,
4 und 5 zeigen die Korrelation zwischen der Therapie mit Ivacaftor und den
untersuchten klinischen Parameter (BMI, FVC und FEV1).

Der BMI bei Patienten mit Modulatortherapie war zwischen 38 und 77% (Median
73), wobei es bei Patienten ohne Modulatortherapie zwischen 1 und 59%
(Median 36) war. Dieser Unterschied war signifikant (p = 0,028) (s. Abbildung 3).
Die Lungenfunktion (FEV1 und FVC) war besser bei Patienten, die eine Therapie
mit Tezacaftor/lvacaftor bekommen haben. Dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant (s. Abbildung 4 und 5).

Gewicht abhangig von
Modulatortherapie
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1
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Modulatortherapie

Abbildung 3: Korrelation zwischen BMI und Modulatortherapie.

B =23 [}
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N
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* signifikant (p < 0,05). Es wurde der t-test bei unabh&ngigen Proben angewendet.
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Einsekundenkapazitat
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Modulatortherapie
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Abbildung 4: Korrelation zwischen FEV1 und Modulatortherapie.
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Modulatortherapie
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Abbildung 5: Korrelation zwischen FVC und Modulatortherapie.

3.5 Einfluss der Antibiotikatherapie auf S. aureus Keimzahl
Acht Patienten bekamen wéahrend der Studie oder kurz vor der Studie (bis ein
Jahr vor der ersten Probenahme) eine Antibiotikatherapie. Ciprofloxacin wurde
bei drei Patienten als Antibiotikum verwendet. Die Bakteriendichte aller
Probenahmen von Patienten, die nicht mit Ciprofloxacin behandelt wurden,
zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den Proben der Patienten, welche
Ciprofloxacin erhielten.

In den 17 untersuchten Sputen von Patienten, die nicht mit Ciprofloxacin
behandelt wurden, wurden zwischen 3,2 x 10% und 9,225 x 102 Bakterien/ml
(Median 1,9 x 107) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 3,51 und 8,96, Median
7,28). In den sieben untersuchten Sputa von Patienten, die mit Ciprofloxacin
behandelt wurden, wurden zwischen 10° und 3,86 x 108 Bakterien/ml (Median
9,8 x 10°) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 5 und 8,59, Median 6) (s.
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Korrelation zwischen S. aureus Dichte im Sputum und Therapie mit Ciprofloxacin im Jahr vor
der Studie.

Sulfamethoxazol und Trimethoprim wurde bei vier Patienten verwendet. Die
Bakteriendichte aller Probenahmen von Patienten, die nicht mit Cotrimoxazole
behandelt wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den Proben der

Patienten, welche Cotrimoxazole erhielten.

In den 19 untersuchten Sputen von Patienten, die nicht mit Cotrimoxazole
behandelt wurden, wurden zwischen 10° und 9,225 x 108 Bakterien/ml (Median
6,45 x 10°) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 5,00 und 8,96, Median 6,80).
In den funf untersuchten Sputa von Patienten, die Cotrimoxazole behandelt
wurden, wurden zwischen 3,2 x 102 und 3,86 x 108 Bakterien/ml (Median 3,75 x
108) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 3,51 und 8,59, Median 6,57) (s.
Abbildung 7).

S. aureus Dichte
im Sputum

log(KBE/ml)

o—7T
Nein Ja

Therapie mit Cotrimoxazole
im letzten Jahr

Abbildung 7: Korrelation zwischen S. aureus Dichte im Sputum und Therapie mit Cotrimoxazole im letzten
Jahr.
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3.6 Phanotypische Diversitat
Alle Proben wurden auf phanotypische Diversitat der S. aureus Kolonien
untersucht. Es wurde untersucht, ob im Sputum mehr unterscheidbare S. aureus
Kolonien im Vergleich zu Nasenabstrichen nachweisbar waren. Hierzu wurden
das Aussehen (Hamolyseverhalten, Farbe und Gro6Re) der Kolonien auf
Blutagarplatten beschrieben. Es wurde bis zu drei verschiedenen Phanotypen
pro Probe beobachtet. Im Sputum waren mehr phanotypisch unterschiedliche
Kolonien als in den Nasenabstrichen der Kontroll- oder Patientengruppe

beobachtbar (s. Abbildung 8).

Phanotypische Diversitat

= 3 unterschiedliche Phanotypen
B 2 unterschiedliche Phanotypen
Alle Kolonien sind

=3 phanotypisch
dhnlich

Anzahl an Proben

Probenursprung

Abbildung 8: Phdnotypische Diversitét je nach Probenursprung.

Die Anzahl an unterschiedlichen Phénotypen ist abhdngig vom Ursprung der ersten Proben (Nase der
Kontrollgruppe, Nase der Patientengruppe oder Sputum) (p < 0,001), sowie der zweiten Proben (Nasen der
Kontrollgruppe oder Sputum) (p < 0,01), aber nicht der dritten Proben.

* signifikant (p < 0,05); ** sehr signifikant (p < 0,01); *** hoch signifikant (p < 0,001). Es wurde der exakte

Test nach Fischer angewendet.

3.7 Korrelation zwischen phanotypischer Diversitat und
Bakteriendichte

Es wurde untersucht, inwieweit die Diversitat mit der Bakteriendichte korreliert.

In den 24 untersuchten Sputen von Patienten, die eine phanotypische

Heterogenitat zeigten, wurden zwischen 3,2 x 102 und 9,225 x 108 Bakterien/ml|

(Median 2,12 x 10”) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 3,51 und 8,96, Median
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7,33). In den funf untersuchten Sputa von Patienten, die keine phanotypische
Heterogenitat zeigte, wurden zwischen 10° und 1,9 x 107 Bakterien/ml (Median
3,25 x 10°) nachgewiesen (log(KBE/ml) zwischen 5 und 7,528, Median 5,51). Die
folgende Abbildung zeigt, dass die Bakteriendichte hoher war, wenn eine
phanotypische Diversitat vorhanden war. Dieser Unterschied war aber nicht

signifikant (p = 0,063) (s. Abbildung 9).

S. aureus Dichte
im Sputum

1P g

log(KBE/ml)

o—T—
Ja Nein

Phéanotypische Diversitit

Abbildung 9: Korrelation zwischen S. aureus Dichte und phénotypische Diversitéat.

3.8 Analyse der genetischen Diversitat
Da insbesondere in den CF-Sputumproben haufig phanotypisch unterscheidbare
Kolonien vorhanden waren, sollte durch genetische Typisierung Uberpruft
werden, inwieweit diese ,Varianten® klonal waren. Um zu untersuchen, ob
phanotypisch ahnliche Kolonien genetisch unterscheidbar waren, wurden von
jeder Probe bis zu fuinf einzelnen Kolonien isoliert und mittels spa und PFGE

separat typisiert.

3.8.1 spa-Typisierung
Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der spa-Typisierung. Die Anzahl in Klammern
gibt an, wie viele Kolonien pro Probe typisiert wurden. Bei den meisten Patienten
war im Sputum und Nasenabstrich der gleiche spa-Typ nachweisbar. Nur bei
Patienten 7 waren die Isolate aus dem Nasenabstrich nicht mit den
Sputumisolaten identisch. Wahrend dieser Patient im Sputum kontinuierlich und
ausschlieBlich mit S. aureus spa-Typ t6065 besiedelt war, wurden im

Nasenabstrich die spa-Typen t1037 und t012 nachgewiesen.

Bei sieben Patienten kam es zumindest vortubergehend zur zuséatzlichen

Besiedlung im Sputum oder in der Nase mit anderen spa-Typen.
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Die Patienten 7 und 8 sind Geschwister. Patient 8 war sowohl im Sputum als
auch in der Nase mit dem spa-Typ t6065 besiedelt. Bei diesem Patienten kam es
zur allerdings zur voriibergehenden Besiedlung der Lunge mit S. aureus anderer

spa-Typen.

Die Probanden waren kontinuierlich mit dem gleichen spa-Typ besiedelt. Nur bei
einem Probanden wurde bei der letzten Probenahme ein Stammwechsel (t005
nach t1451) nachgewiesen. Ein der funf Isolate aus der letzten Probenahme
wurde jedoch dem vorherig isolierten, dominanten spa-Typ t005 zugeordnet.
Tabelle 17: spa-Typ bei jedem Probanden.

Fettschrift: hdufigerer spa-Typ, Kursiv: andere spa-Typen. Orange unterlegt sind die Proben, die mehr als

einen spa-Typ hatten. Die Anzahl in Klammer gibt an, wie viele Kolonien pro Probe typisiert wurden.

Patient/ Sputum/
Proband Nase 1. Probe 2. Probe 3. Probe
Patient 1

Nase t005 (5)
Patient 2

Nase t571 (5)

Sputum t571 (5)
Patient 3

Nase t248 (4)

Sputum | t248 (8) t248 (5)
Patient 4

Nase t706 (5)

Sputum | t706 (10) t706 (4), 282 (1) | t706 (3)
Patient 5 t10370 (4), t091

Sputum | (2)
Patient 6

Nase t449 (5)

Sputum | t449 (6) t449 (5)
Patient 7 t1037 (3), t012

Nase (2) t012 (5)

Sputum | t6065 (9) t6065 (6) t6065 (4)
Patient 8 t6065 (4), {1531

Nase (1)

t6065 (3), t091 t6065 (3), {1531
Sputum | (1), £2402 (1) (1) t6065 (5)

50



Ergebnisse

Patient 9
Sputum | t026 (3), {779 (2) | t026 (6), {779 (1) | t026 (5)
Patient 10 t026 (4), t5845
Nase (1)
Sputum | t026 (8)
Patient 11 t10331 (2), t368
Sputum | (1)
Proband 2 | Nase t015 (5) t015 (5)
Proband 3 |Nase t189 (5) t189 (5)
Proband 4 | Nase t1451 (4), t005
t005 (5) t005 (5) (1)
Proband 5 |Nase t3077 (5) t3077 (5) t3077 (5)
Proband 7 |Nase t050 (5) t050 (5)
Proband 8 | Nase t1451 (5) t1451 (5)
Proband 9 |Nase t156 (5) t156 (5)

Wir untersuchten, ob es im Sputum haufig zur Besiedlung mit verschiedenen spa-
Typen kam. Es gibt einen Trend, dass verschiedene spa-Typen haufiger bei
Proben von CF-Patienten auftreten (s. Abbildung 10). Der Unterschied zu

Nasenisolaten von gesunden Probanden blieb unter der

Signifikanzgrenze (p = 0.078).

jedoch

Genetische Diversitiat im Spa-Typ

=T Diversitat vorhanden

Keine Diversitat
vorhanden

Anzahl an Proben
[3,]
[

Probenursprung
Abbildung 10: Diversitat im spa-Typ je nach Probenursprung.
Die Diversitét ist héher im Sputum als in der Nase von Probanden, jedoch ist dieser Unterschied nicht
signifikant (erste Proben: p = 0,088, zweite Proben: p = 0,078, dritte Proben p =1). Der exakte Test nach

Fischer wurde angewendet.
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3.8.1.1 Korrelation zwischen phéanotypischer Varianz und spa-
Typisierung

Tabelle 18 zeigt, dass es keine Korrelation zwischen phanotypischer und
genetischer Heterogenitdt gab. 62% der phéanotypisch unterschiedlichen
Sputumproben waren nach spa-Typisierung genetisch identisch. Zwolf Proben
waren phanotypisch heterogen, die Isolate gehoérten jedoch dem gleichen spa-
Typ an (orange). Bei funf Proben unterschieden sich die spa-Typen, ohne dass
die Kolonien eine auffallende, phéanotypische Variation auf der Blutagar-Platte
zeigten (gelb). Bei drei Proben waren die Kolonien sowohl phénotypisch als auch
genetisch unterscheidbar (grun).
Tabelle 18: Korrelation zwischen phénotypischer und genetischer (nach spa-Typ) Heterogenitét.

Griin: phénotypische und genetische Heterogenitdt vorhanden. Rot: phénotypische aber keine genetische

Heterogenitét vorhanden. Gelb: genetische aber keine phénotypische Heterogenitét vorhanden.

Probe Phanotypische Genetische
Heterogenitat Heterogenitat

CF1-N1 Ja Nein

CF1-S1 Ja Nicht untersucht

CF2-N1 Nein Nein

CF2-S1 Ja Nicht untersucht

CF2-S2 Ja Nein

CF2-S3 Nein Nicht untersucht

CF3-N1 Nein Nein

CF3-S1 Ja Nein

CF3-S2 Ja Nein

CF4-N1 Nein Nein

CF4-S1 Ja Nein

CF4-S2 Ja Nein

CF4-S3 Nein Nein

CF5-S1 Ja Ja

CF6-N1 Nein Nein

CF6-S1 Ja Nein

CF6-S2 Ja Nein

CF7-N1 Nein Ja

CF7-S1 Ja Nein
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CF7-N2 Nein Nein
CF7-S2 Nein Nein
CF8-S1 Ja Ja
CF8-N2 Nein Ja
CF8-S2 Ja Nein
CF8-S3 Nein Nein
CF9-S1 Nein Ja
CF9-S2 Nein Ja
CF9-S3 Ja Nein
CF10-N1 Nein Ja
CF10-S1 Ja Nein
CF11-S1 Ja Ja
CF12-S1 Ja Nicht untersucht
3.8.2 PFGE

Die Isolate wurden ebenfalls mittels PFGE typisiert. Abbildung 11 zeigt
exemplarisch ein DNA-Fragmentprofil von S. aureus Isolaten von zwei
Nasenabstrichen eines gesunden Probanden. Alle Isolate zeigten das identische
DNA-Fragmentprofil. Dies war bei allen Isolaten von gesunden Probanden (79
Isolaten von sieben Probanden) der Fall. Die DNA-Fragmentprofile zwischen den
Probanden waren unterschiedlich. Innerhalb eines Patienten wurden jedoch

keine Fragmentanderungen beobachtet.
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1. Nasenabstrich 2. Nasenabstrich
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Abbildung 11: DNA-Fragmentprofil von S. aureus (Proband 9) nach Makrorestriktionsverdau mit Smal und
Trennung mittels PFGE.
Als S. aureus Referenzstamm wurde der HGOO01-Typ verwendet. Fiir jede Kolonie steht oben in der

Abbildung folgende Informationen: 1) Probenursprung, 2) Kolonienummer 3) Agr-Aktivitat, 4) spa-Typ

Die Abbildungen 12 bis 15 zeigen DNA-Fragmentprofile von S. aureus aus den
Sputum- und Nasenabstrichen von vier Patienten, bei denen eine Diversitat im
DNA-Fragmentprofil zu sehen war. Die rot markierten Profile zeigen
Veranderungen im Fragmentmuster im Vergleich zu anderen Isolaten des
gleichen Patienten. Dabei handelt es sich um sogenannte ,strukturelle Varianten®
(weniger als drei unterschiedliche Banden). Diese Varianten sind nicht durch spa-
Typisierung oder Agr-Aktivitat unterscheidbar. Die Proben der anderen Patienten
zeigten keine Variation im DNA-Fragmentprofil fir die Isolate einer Probe.

In den Abbildungen 13 und 14 ist erkennbar, dass das DNA-Fragmentprofil von
Nasenisolaten z.T. unterschiedlich zu dem DNA-Fragmentprofil der Sputum-
Proben des gleichen Patienten sein kann: Bei drei Patienten waren die DNA-
Fragmentprofil aus den Nasenabstrichen unterschiedlich zu den Sputumproben;
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bei vier Patienten waren die DNA-Fragmentprofile aus den Nasenabstrichen und
aus den Sputumproben identisch.
Bei allen Patienten waren die DNA-Fragmentprofile Uber die Zeit unverandert.

1) 1. Nasenabstrich 1. Sputum

B2 3.4 51 2 3 4 5.6 77
BN TE F O+ + + + O+ O+ O+ 4

4) 1449 1449 1449 t449 1449 1449 1449 1449 1449 t449 t449 1449 1449 1449 t449 1449 1449

Abbildung 12: DNA-Fragmentprofil von S. aureus (Patient 6) nach Makrorestriktionsverdau mit Smal und
Trennung mittels PFGE.

Als S. aureus Referenzstamm wurde der HG0O01-Typ verwendet. Rot markierte Kolonie sind Structural
Varianten. Flir jede Kolonie steht oben in der Abbildung folgende Informationen: 1) Probenursprung, 2)

Kolonienummer 3) Agr-Aktivitét, 4) spa-Typ
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1) 1. Sputum 1. Nasenabstrich 2. Sputum 2. Nasenabstrich 3. Sputum

2) 23 4 5 6 7 =23 (e T B s e S Y 252 B B 1 23 4
BREETE + + + - o+ F F O+

3) St

e e e e -

b 1@55“5 16065 16065 16065 16065 16065 1012 1012 t1037 11037 t1037 16065 16065 16065 16065 16065 16065 1012 1012 012 1012 1012 16065 16065 16065

Abbildung 13: DNA-Fragmentprofil von S. aureus (Patient 7) nach Makrorestriktionsverdau mit Smal und
Trennung mittels PFGE.

Als S. aureus Referenzstamm wurde der HG0O01-Typ verwendet. Rot markierte Kolonie sind Structural
Varianten. Flir jede Kolonie steht oben in der Abbildung folgende Informationen: 1) Probenursprung, 2)

Kolonienummer 3) Agr-Aktivitét, 4) spa-Typ
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2. Niasenabstrich 2. Sputum 1. Sputum
1 T 3 Wy INETENZ S 1 C e 5 6

e L L . T S

6065 6065 16065 t6065  t1531 5065 L{Z115% 1091 t2402 16065

Abbildung 14: DNA-Fragmentprofil von S. aureus (Patient 8) nach Makrorestriktionsverdau mit Smal und
Trennung mittels PFGE.

Als S. aureus Referenzstamm wurde der HG0O01-Typ verwendet. Rot markierte Kolonie sind Structural
Varianten. Flir jede Kolonie steht oben in der Abbildung folgende Informationen: 1) Probenursprung, 2)

Kolonienummer 3) Agr-Aktivitét, 4) spa-Typ
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1. Sputum 2. Sputum 3. Sputum

paaEa 4 5 6 7 1 223 45 6" 771 2 3 475
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w026 779 1779 1026

Abbildung 15: DNA-Fragmentprofil von S. aureus (Patient 9) nach Makrorestriktionsverdau mit Smal und
Trennung mittels PFGE.

Als S. aureus Referenzstamm wurde der HG0O01-Typ verwendet. Rot markierte Kolonie sind Structural
Varianten. Flir jede Kolonie steht oben in der Abbildung folgende Informationen: 1) Probenursprung, 2)

Kolonienummer 3) Agr-Aktivitét, 4) spa-Typ
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Abbildung 16 zeigt die Diversitat im DNA-Fragmentprofil je nach Probenursprung.
Diversitat war nur in den Proben von Patienten, vor allem im Sputum, zu

beobachten.

Genetische Diversitidt des DNA-Fragmentprofils
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Abbildung 16: Diverstitdt des DNA-Fragmentprofils je nach Probenursprung.

Nach Ausfiihrung von Fischer-Test gab es keinen signifikanten Unterschied in der Diversitdt im DNA-
Fragmentprofil zwischen den Proben von Sputum und Nasenabstrichen der Patientengruppe (erste Proben:
p=0,497, zweiten Proben: p=0,462, dritte Proben: p=1).

3.8.3 Korrelation zwischen DNA-Fragmentprofil und spa-Typ
Die spa-Typisierung basiert auf Veranderungen in einem einzelnen Gen wahrend
durch die PFGE eher strukturelle Veranderungen im Genom detektiert werden.
Durch beide Methoden wurden Variationen innerhalb der Bakterienpopulationen
aus Sputumisolaten beobachtet. Hier wurde verglichen, inwieweit die Aussage
beider Methoden miteinander korreliert.
Tabelle 19 fasst die Ergebnisse beider Typisierungsmethoden zusammen.
Unterschiedliche = DNA-Fragmentmuster wurden durch unterschiedliche
Buchstaben gekennzeichnet, strukturelle Varianten (weniger als drei
Bandendifferenz) durch zusatzliche Nummerierung.
Die PFGE-Ergebnisse zeigten, dass die Isolate einer Probe immer dem gleichen
PFGE-Typ zugeordnet werden konnten. Es gibt keinen Hinweis auf gleichzeitige
Besiedlung mit verschiedenen Stammen. Bei funf Patienten waren die Isolate aus
dem Nasenabstrich und Sputum identisch.
Bei Patienten 7 und Patienten 8 handelt es sich um ein Geschwisterpaar. Beide

besal3en in der Lunge aber nicht in der Nase den gleichen Klon. Der Haupt-spa-
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Typ war t6065 und wurde sowohl in der Lunge beider Patienten als auch in der
Nase von Patienten 8 gefunden. Beide Patienten zeigten in der Lunge innerhalb
der Sputa strukturelle Varianten. Zwei weitere Patienten (Patienten 6 und
Patienten 9) zeigten in der zweiten Sputumprobe Unterschied im DNA-

Fragmentprofil. Patient 6 hatte in der Nase zwei strukturelle Varianten.

Acht Proben hatten trotz gleichem DNA-Fragmentprofil unterschiedliche spa-
Typen. Vier Proben hatten trotz gleichem spa-Typ unterschiedliche DNA-
Fragmentprofil.

Tabelle 19: spa-Typ und PFGE-DNA-Fragmentprofil.

Hellorange: Isolate mit unterschiedlichem spa-Typ und gleicher DNA-Fragmentprofil. Blau: strukturelle

Variante. Rot: strukturelle Variante mit unterschiedlichem spa-Typ.

Probe Isolate spa-Typ PFGE-DNA-
Fragmentprofil
CF1-N1 Alle Isolate t005 A
CF1-$1 Alle Isolate Unknown | A
CF2-N1 Alle Isolate t571 B
CF2-s1 Alle Isolate Unknown | B
CF2-S2 Alle Isolate t571 B
CF3-N1 Alle Isolate 248 C
CF3-$1 Alle Isolate 248 C
CF3-S2 Alle Isolate 248 C
CF4-N1 Alle Isolate t706 D1
CF4-$1 Alle Isolate t706 D2
CF4-S2 Isolate 1, 3, 4 und 5 t706 D2
Isolate 2 282 D2
CF4-S3 Alle Isolate t706 D2
CF5-S1 Isolate 1, 3, 4 und 5 t10370 E
Isolate 2 und 6 t091 E
CF6-N1 Isolate 1, 2, 4 und 5 t449 M1
CF6-S1 Isolate 1, 2, 4,6, 5, 7 t449 M1
CF6-S2 Isolate 1 bis 3 t449 M1
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CF7-S3

CF8-N2

CF8-S1

Isolate 2, 4 und 5

Isolate 1, 4 und 5

16065

t6065

t6065

CF7-N1 Isolate 3, 4 und 5 t1037
Isolate 1 und 2 t012
CF7-N2 Alle Isolate t012
CF7-$1 Alle Isolate t6065 Gl
CF7-S2 Isolate 1, 3, 4,5, 6 t6065 G1l

Isolate 1, 2, 4 und 5

Isolate 1, 2 und 3 t6065 Gl
Isolate 4 11531 Gl
CF9-S1 Isolate 3, 4 und 5 t779 D3
Isolate 2 und 6 1026 D3
CF9-S2 Isolate 1 bis 5 1026 D3
A R
Isolate 6 t779 D3
CF9-S3 Alle Isolate 1026 D3
CF10-N1 Isolate 2 bis 5 t026 J1
Isolate 1 t5845 Ji
CF10-$1 Alle Isolate t026 J2
CF11-$1 Isolate 3 und 5 110331 K
Isolate 4 t368 K
CF12-$1 Alle Isolate unknown L

1: Ein Buchstabe steht fiir einen Klon im DNA-Fragmentprofil. Falls sich der DNA-Fragmentprofil
innerhalb einer Probe mit weniger als drei Banden (strukturelle Variante) gedndert hat, wird dies

durch Zahlen gekennzeichnet.
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3.8.4 Korrelation zwischen genetischer Diversitat und
Bakteriendichte

Abbildung 17 zeigt, dass die Bakteriendichte signifikant héher war, wenn keine
genetische Diversitdt vorhanden war. In den vier untersuchten Sputa von
Patienten, die eine genetische Heterogenitat zeigten, wurden zwischen 2,75 x
10° und 2,12 x 107 Bakterien/ml (Median 9,15 x 10°) nachgewiesen (log(KBE/ml)
zwischen 5,44 und 7,33, Median 5,96). In den funf untersuchten Sputa von
Patienten, die keine genetische Heterogenitat zeigte, wurden zwischen 3 x 10°
und 5,18 x 108 Bakterien/ml (Median 4,5 x 107) nachgewiesen (log(KBE/ml)
zwischen 6,48 und 8,71, Median 7,65).

S. aureus Dichte
im Sputum

*

e
= 8+
E <
]
m 7- T
x
8’ L
= 64 +
= =
5 T T
Nein Ja

Genetische Diversitit (spa-Typ)

Abbildung 17: Korrelation zwischen Bakteriendichte im Sputum und genetischer Diversitét des spa-Typs.

* signifikant (p < 0,05). Es wurde der t-test bei unabhéngigen Proben angewendet.

3.9 Analyse der Diversitat des Agr Systems
Das regulatorische Agr System kontrolliert die Synthese verschiedener
Hamolysine. Die Hamolysinaktivitat ist auf Blutagar-Platten durch typisches
Hamolysemuster erkennbar (s. Abbildungen 18 und 19). Die Kolonien (funf bis
zehn pro Probe) wurden gepickt und senkrecht zu dem Indikatorstamm RN4220
ausgestrichen. Als Kontrolle fur einen Agr-positiven S. aureus Stamm wurde der
Wildtyp HGO001 aufgetragen. Agr-positive Stamme zeichnen sich durch mehre
Hamolysezonen aus. Das Agr kontrollierte Delta-Hamoylsin sowie die PSMs sind
allein nicht hamolytisch. Sie wirken jedoch synergistisch mit dem vom

Indikatorstamm RN4220 synthetisierten 3-Hamolyisn. Die Synergie ist durch
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verstarkte Hamolyse (weil3er Pfeil) in der Nahe des Indikatorstammes RN4220

erkennbar.

X
B

4 Vs
| agr (+) Kolonie 1 \
‘ ¥

agr (+) Kolonie'd

Iy W agr (+) Kolonie!
agr (+) Kolonieg I

4 X agr (+) Kolonie .-
Lagr (+) Kolonig2

agr (+) Kolonii‘i

agr (+) Kolonié§

Abbildung 18: Cross-Streak Untersuchung Abbildung 19: Cross-Streak
vom Isolat CF3-S1. Untersuchung vom Isolat CF8-N2.

Es wurde untersucht inwieweit sich einzelne Kolonien innerhalb einer Probe im
Hamolysemuster (Agr-Aktivitdt) unterscheiden. Die Agr-Aktivitat wurde als
negativ oder positiv beschrieben. Bei einigen Proben unterschieden sich einzelne
S. aureus Kolonien im Hamolysemuster. Dies wurde als Diversitat in der Agr-
Aktivitat interpretiert.

Insgesamt war 28 der 155 untersuchten S. aureus Isolate von Sputumproben
(12,7%), sieben der vierzig untersuchten Patientennasenabtriche (17,5%) und
funfzehn der achtzig untersuchten Probandennasenabtriche (18,75%) agr
negativ. Es wurde weiterhin analysiert, wie haufig es zum gleichzeitigen Auftreten
von Agr-positiven und Agr-negativen Isolaten innerhalb einer Probe kam (s.
Abbildung 20).

Unterschiedliche Agr-Aktivitaten innerhalb einer Probe wurde bei den folgenden
Proben von CF-Patienten beobachtet: CF4-N1, CF5-S1, CF7-N1 und CF7-N2,
CF8-S1, CF8-N2. Die Kontrollgruppe zeigte keine Diversitat der Agr-Aktivitat.
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agr

144 =T Negativ
124 = Positiv
10 =T Negativ und positiv

Anzahl an Proben
-]
1

Probenursprung
Abbildung 20: Agr-Aktivitét je nach Probenursprung
Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Diversitdt der Agr-Aktivitét zwischen den ersten Proben von

Sputum und Proben der Kontrollgruppe (p = 0,263). Es wurde der exakte Test nach Fisher angewendet.

3.10 Analyse der Antibiotikaresistenzen
Es sollte herausgefunden werden, ob sich die Resistenzen gegen zwolf
Antibiotika  (Cefoxitin, Tetrazyklin, Rifampicin, Tigecyclin, Mupirocin,
Vancomycin, Fusidinsdure, Sulfamethoxazole und Trimethoprim, Gentamicin,
Erythromycin, Ciprofloxacin, Clindamycin) je nach Probenursprung

unterscheiden.

Kolonien, die als intermediar gegen ein bestimmtes Antibiotikum getestet
wurden, wurden fur die Auswertung als sensibel bezeichnet, da ein
Therapieerfolg nach Exposition mit héheren Konzentrationen wahrscheinlich ist.
Um die Resistenz zu beurteilen, wurden Proben, die gleichzeitig sensible und

resistente Isolate zeigten, als resistent bezeichnet.

Alle Isolate der gesunden Probanden waren sensibel gegen alle getesteten
Antibiotika. Die Sputumisolate waren ebenfalls sensibel gegen Cefoxitin,
Tetrazyklin, Rifampicin, Tigecycin, Mupirocin, Fusidinsdure, Sulfamethoxazole
und Trimethoprim und Vancomycin. Einige der Isolate von CF-Patienten waren
jedoch resistent gegen andere Antibiotika. In der Probe CF8-N2 zeigten vier der
funf Isolate eine Resistenz gegen Clindamycin. Alle anderen Isolate waren gegen
Clindamycin sensibel. In den Proben CF4-S1 und CF4-S2 wurden Isolate mit und

ohne Gentamincin-Resistenz isoliert. Alle anderen Proben waren Gentamicin-
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sensibel. Mehrere Patientenisolate waren resistent gegentber Ciprofloxacin oder
Erythromycin. Das Vorkommen dieser beiden Resistenzen wird im Folgenden
naher beschrieben.

3.10.1 Ciprofloxacin
3.10.1.1  Resistenz
Acht Patienten wurden mindestens einmal mit Ciprofloxacin therapiert. Vier
Patienten hatten trotz Ciprofloxacintherapie keine resistenten Isolate. Bei vier

Patienten waren jedoch resistenten Isolaten nachweisbar.

Tabelle 20 zeigt, wie sich die Resistenzen im Sputum gegen Ciprofloxacin mit
der Zeit veranderte. Es ist zu sehen, dass sich das Resistenzmuster zum Teil
Uber die Zeit veranderte.

Tabelle 20: Resistenz gegen Ciprofloxacin liber die Zeit.

Fettmarkierte Proben zeigen, bei welchen Patienten die Resistenz sich lber die Zeit gedndert hat.

Patienten Sputum/Nase 1. Probe 2. Probe 3. Probe
Sputum S1

1 Nase S

2 Nase S
Sputum S S

3 Nase S

4 Nase S
Sputum Rund S3

5 Nase S
Sputum RundS S

6 Nase
Sputum

7 [Nese EX S R
Sputum

8 Nase Rund S

9 Sputum S RundS |S
Sputum S

10 Nase S

11 Sputum

12 Sputum H

1: Sensible Stdmme gegen Ciprofloxacin
2: Resistente Stdmme gegen Ciprofloxacin
3: Resistente und sensible Stdmme gegen Ciprofloxacin
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Abbildung 21 zeigt, dass mindestens 50% der Sputumproben resistent gegen
Ciprofloxacin waren: sechs der zwolf Sputa der ersten Probenahme hatten
Ciprofloxacin-resistente S. aureus Isolate. Bei der zweiten Probenahme waren
funf von sieben Proben resistent und bei der dritten Probenahme drei von funf.
Im Nasenabstrich der Patienten waren bei der ersten und zweiten Probennahme
in jeweils einem von sieben und einem von zwei Proben Ciprofloxacin-resistente

Isolate nachweisbar.

Die Resistenzrate war signifikant abhéangig vom Ursprung der Probe (Abbildung
21). Ciprofloxacin-resistente Stamme waren sowohl bei der ersten als auch
zweiten Probenahme signifikant haufiger bei CF-Patienten im Vergleich zu

gesunden Probanden nachweisbar.

Resistenz gegen Ciprofloxacin
* * %k

14 1 T 1 =3 Resistent
12+ =1 Sensibel
10 -

84 |

Anzahl an Proben

Probenursprung

Abbildung 21: Resistenz gegen Ciprofloxacin je nach Probenursprung.

* signifikant (p < 0,05); ** sehr signifikant (p < 0,01). Es wurde der exakte Test nach Fischer angewendet.

3.10.1.2  Diversitét im Resistenzverhalten
In  Abbildung 22 st erkennbar, dass es keine hohe Diversitat im
Resistenzverhalten gegen Ciprofloxacin gab. Nur in einzelnen Sputumproben

waren resistente und sensible Isolate gleichzeitig nachzuweisen.
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Divers

Anzahl an Proben
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Abbildung 22: Diversitét des Resistenzverhaltens gegen Ciprofloxacin je nach Probenursprung.

3.10.2 Erythromycin
Abbildung 23 zeigt, dass es Stamme von CF-Patienten teilweise resistent gegen

Erythromycin waren. In folgenden Proben waren Erythromycin-resistente

Stamme

nachweisbar: CF2-N1, CF2-S1, CF2-S2, CF7-N1 und CF8-N2. Nur in

Probe CF8-N2 wurden gleichzeitig resistente und sensible Isolate nachgewiesen.

Patient 2 ist der einzige Patient, der in der Vergangenheit mit Azithromycin

behande

Anzahl an Proben

It wurde.

Resistenz gegen Erythromycin

14 - =T Resistent
12 = Sensibel

Probenursprung

Abbildung 23: Resistenz gegen Erythromycin.

Der Resistenzverhalten ist nicht abhédngig vom Ursprung der Probe.

67



Ergebnisse

3.10.3 Korrelation zwischen phédnotypischer Heterogenitit und
Diversitat des Resistenzverhaltens

Insgesamt waren in funf Sputumproben Isolate mit unterschiedlichem

Resistenzverhalten nachweisbar. Die Isolate von vier dieser Proben zeigten auch

eine phanotypische Heterogenitat zeigten. Die Isolate waren genotypisch nicht

unterscheidbar.

3.11 Zusammenfassung der Ergebnisse
Es wurde die Heterogenitat von S. aureus im Sputum von CF-Patienten
untersucht und mit Proben aus Nasenabstrichen derselben Patienten und

gesunden Probanden verglichen.

Als erstes haben wir eine signifikante héhere S. aureus Dichte im Sputum als in
der Nase von Patienten und gesunden Probanden beobachtet. Eine Therapie mit
Ivacaftor hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Bakteriendichte. Patienten,
die eine Therapie mit Ciprofloxacin oder Sulfamethoxazole und Trimethoprim im
Jahr vor der Studie hatten, hatten eine geringere Bakteriendichte im Sputum.

Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Eine signifikant hoéhere phanotypische Heterogenitat wurde im Sputum
beobachtet. Die genetische Diversitat wurde mittels Sequenzierung des spa-
Gens und Anzahl von Varianten im PFGE-Gel nach Restriktionsverdau mit Smal
untersucht. Die Diversitat des spa-Gens war héher im Sputum als in der Nase
von gesunden Probanden, jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Im PFGE
waren strukturelle Variante nur in den Proben von Patienten, vor allem im

Sputum, zu beobachten.

Zusétzlich wurde die Diversitat des Agr Systems untersucht. In der Nase, sowohl
von Patienten als auch von Probanden, wurden haufiger als im Sputum Agr-
negative Stamme beobachtet, der Unterschied war aber nicht signifikant.
Gleichzeitiges Auftreten von Agr-posistiven und Agr-negativen Isolaten innerhalb
einer Probe wurde im Sputum und in der Nase der Patientengruppe beobachtet.

Die Kontrollgruppe zeigte keine Diversitat der Agr-Aktivitat.
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Als letzte wurde die Resistenz gegen zwolf Antibiotika getestet. Alle untersuchten
Probandenproben zeigten sich sensibel gegeniber allen getesteten Antibiotika.
Gegen Ciprofloxacin wurde die hochste Resistenzrate im Sputum beobachtet.
Die Resistenzrate gegen Ciprofloxacin war abhangig vom Ursprung der Probe
(Sputum oder Nasenabstrich der Kontrollgruppe). Im Falle von Erythromycin
waren sowohl in den Nasenabstrichen als auch im Sputum wenige resistente

Stamme zu beobachten.
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4 Diskussion

4.1 Vor-und Nachteile des Studiendesigns
In dieser Arbeit wurde die Heterogenitat von S. aureus Populationen von CF-
Patienten und von gesunden Probanden verglichen. Im Gegensatz zu anderen
CF-Studien wurden fir jede Probe mindestens funf Kolonien getrennt analysiert.
Dabei wurden die Isolate auf phanotypische Veranderungen und auf genetische
Variationen untersucht. In einer Vorlauferstudie wurde die Heterogenitat nur
aufgrund der phanotypischen Veranderungen erfasst (Goerke et al., 2007). 2019
wurden die spa-Typen und die Agr-Aktivitdt von finfzig CF-Patienten von
Bernardy et al. beschrieben. Auch hier wurden nicht mehrere Isolate einer Probe

untersucht.

In der Literatur fand sich keine Studie, in der die genetische Heterogenitat des
spa-Typs und des DNA-Fragmentprofils nach PFGE gleichzeitig untersucht
wurden. In der Multizenterstudie von Goerke et al. 2007 wurden beide Methoden
eingesetzt. Jedoch wurden nicht alle Proben mit beiden Methoden untersucht,
sondern es wurde in Tubingen die PFGE und in Minster die spa-Typisierung
durchgeftihrt. Hier wurden hingegen alle Isolate mit beiden Methoden typisiert
und die Ergebnisse verglichen.

Kahl et al. 2005 haben in CF-Folgeisolaten Anderungen der variablen Region des
spa-Gens beschrieben und mit Anderungen des PFGE-Musters verglichen. Ziel
dieser Studie war es Anderungen in der polymorphen Region X des spa-Gens
wahrend langzeitigen Lungenentziindungen von CF-Patienten zu erklaren. Es

wurden jedoch pro Probe nur jeweils ein Isolat untersucht (Kahl et al., 2005b).

Ein Schwachpunkt dieser Studie ist, dass nicht bei allen Probanden Sputum und
Nasenabstriche gewonnen werden konnten. Phanotypisch war eine
Heterogenitat bei keinem Nasenabstrich zu beobachten, sodass wir funf zufallige
Isolate aussuchten. Aufgrund der hohen phé&notypischen Heterogenitat im
Sputum wurden durchschnittlich mehr Isolate/Proben als in Nasenabstrichen

untersucht.

Ein anderer Schwachpunkt ist die niedrige Teilnehmerzahl. Mit flinfzehn

Patienten und neun gesunden Probanden wurden insgesamt nur wenige
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Teilnehmer in dieser Vorstudie untersucht. In einer Folgestudie sollten daher
mehr CF-Patienten und Probanden eingeschlossen werden. Aufgrund der
geringen Teilnehmerzahl war bei einigen Fragestellungen kein signifikanter
Unterschied, sondern nur Tendenzen zu finden. Auch konnte nur begrenzt di
Heterogenitat Gber die Zeit untersucht werden, da nicht alle Patienten in der Lage

waren bei allen Untersuchungen Sputum abzugeben.

4.2 S. aureus Kolonisation und Dichte
Es waren sieben CF-Patienten in der Nase positiv. Die S. aureus
Nasenkolonisation ist bei CF-Patienten hoher als bei Nicht-CF-Patienten (Stone
et al, Ridder Schaphorn). Verschiedene Mechanismen, die diese hohere S.
aureus Pravalenz erklaren kénnen, werden diskutiert (Goerke et al., 2000Db).
Veréanderte Mukuszusammensetzung sowie gestdrte Rezeptorexpression konnte
zur erhohten Adhasion in der CF-Nase fuhren (vgl. Goerke et al., 2000b).
Interessanterweise waren nicht alle Patienten trotz S. aureus positiven Sputums
mit S. aureus in der Nase kolonisiert. Im Gegensatz zu gesunden Probanden
scheint S. aureus bei CF-Patienten eher den Oropharynx als die Nase zu
besiedeln (vgl. Ridder-Schaphorn et al., 2007). Ridder-Schaphorn et al.
vermuten, dass der Oropharynx Uber Sputumauswurf kontaminiert wird. Bei
zuklnftigen Folgestudien sollten daher auch Rachenabstriche untersucht

werden.

Wir haben gezeigt, dass die Bakteriendichte im Sputum signifikant héher als in
der Nase von Patienten oder gesunden Probanden ist. Aufgrund von viskosem
Mukus, gestorter mukoziliaren Clearance und abgeschwachter lokaler
Immunabwehr wird wahrscheinlich das Bakterienwachstum vor allem in der
Lunge begunstigt. Der Einfluss verschiedener Therapien auf die Bakteriendichte
wurde untersucht. Es wurde von anderen Autoren gezeigt, dass die
Bakteriendichte nach Beginn einer Modulatortherapie signifikant reduziert wird
(Nichols et al.,, 2023). Wir konnten jedoch kein signifikanter Effekt der
Modulatortherapie auf die S. aureus Dichte finden, was durch die niedrige
Teilnehmerzahl begriindet sein konnte. Die Modulatortherapie zeigte jedoch
einen signifikanten Einfluss auf den BMI. Patienten mit Modulatortherapie hatten

einen signifikanten héheren BMI als Patienten ohne Therapie. Eine signifikante
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Erh6hung der Einsekundenkapazitat konnte aber bei niedriger Teilnehmerzahl im
Gegensatz zur KONNEKTION Studie (De Boeck et al., 2014a) nicht beobachtet

werden.

Zusatzlich wurde die Korrelation einer Antibiotikatherapie und die S. aureus
Dichte im Sputum untersucht. Die Dichte war niedriger in Proben, die mit
Ciprofloxacin oder Cotrimoxazole behandelt worden sind. Dieser Unterschied
war jedoch nicht signifikant. Eine Studie, die die Bakteriendichte vor und nach
der Antibiotikatherapie mit hoherer Teilnehmerzahl untersuchte, kdonnte der

Einfluss der Antibiotikatherapie auf der Dichte nachweisen.

4.3 Phanotypische Heterogenitat

Wir konnten zeigen, dass die Heterogenitat hoch signifikant abhangig von der
Probenart war. Nach der ersten und zweiten Probenahme waren in den Sputa
signifikant h&aufiger unterschiedliche Phanotypen zu beobachten als in den
Nasenabstrichen von Patienten oder Probanden. Diese Ergebnisse bestatigen
Ergebnisse von Goerke et al. 2007. Die phanotypische Heterogenitat war nach
der letzten Probenahme nicht signifikant unterschiedlich. Dies ist wahrscheinlich
durch die geringere Probenanzahl begrindet.

In Sputenproben mit phanotypischer Heterogenitat war die Bakteriendichte
tendenziell hdher (p = 0,063). Mdglicher Grund fur die fehlende Signifikanz ist
eine zu niedrige Teilnehmerzahl unserer Studie. Die Tendenz bestatigt allerdings
die Ergebnisse von Goerke et al 2007. Die Autoren argumentierten, dass die
Heterogenitat einen Vorteil fur die Gesamtpopulation darstellt (Goerke et al.,
2007).

4.4 Genetische Heterogenitat

4.4.1 Methoden, um die genetische Heterogenitét zu untersuchen.
Zwei gangige Methoden zur genetischen Typisierung der Isolate benutzt.
Unterschiede bei der spa-Typisierung beruhen auf Mutationen in einem
einzelnen Gen (spa), wahrend die PFGE-Typisierung das Auftreten von

strukturellen Varianten erlaubt.
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Die spa-Typisierung ist eine schnelle, einfache, kostengunstige und
standardisierte Methode. Sie hat eine hohe Diskriminierungsfahigkeit, ist gut
reproduzierbar (Aires-de-Sousa et al., 2006) und wird zum Beispiel fur die
Identifizierung von MRSA-Klustern héaufig eingesetzt. Die spa-Typen bleiben
Uber die Zeit stabil, wie es eine longitudinale Studie von S. aureus bei CF-
Patienten zeigte (Kahl et al., 2005b).

Die PFGE ist der Goldstandard der genetischen Typisierung von S. aureus
wegen ihrer hohen Diskriminierungsfahigkeit. Zusatzlich ist diese Methode
kostengunstig, leicht reproduzierbar und einfach. Sie ist aber zeitintensiv, da ein
Ergebnis erst nach funf Tagen auswertbar ist. Au3erdem ist die Stammdefinition
nicht eindeutig. Die PFGE ermdglicht den DNA-Verdau durch das
Restriktionsenzym Smal innerhalb eines Agaroseblockchens, sodass grolde
DNA-Fragmente entstehen. Diese DNA-Fragmente werden durch ein
periodisches elektrisches Feld getrennt und es entsteht ein DNA-Fragmentprofil,
das einen Vergleich zwischen den Stdmmen ermoglicht. Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass strukturelle Varianten erkennbar sind. Dies ist durch

sequenzbasierte Methoden in der Regel nicht mdglich.

Im folgenden Abschnitt werden andere mdgliche Typisierungsmethoden
beschrieben und ihre Aussagekraft diskutiert. Die MLST (Multilocus Sequence
Typing) l16st inzwischen die PFGE als Goldstandard-Methode ab. Bei der MLST
werden partielle DNA-Sequenzen von sieben Genen ermittelt. Mittels MLST
konnen Clonal complex (CC) bestimmt werden und damit phylogenetische und
epidemiologische Informationen geliefert werden (Enright et al., 2002). MLST ist
sehr prazise und gut reproduzierbar, allerdings teuer und arbeitsaufwéndig. Dazu
ist die Diskriminierungsfahigkeit im Vergleich zu spa-Typisierung und PFGE
niedriger. Die Ergebnisse der PFGE decken sich im Allgemeinen mit denen, die
durch MLST gewonnen werden (Wertheim et al., 2005). Die PFGE wurde in
unserer Studie bevorzugt, da sie den Nachweis von strukturellen Varianten

erlaubt.

Die Agr-Typisierung ermdglicht die Unterteilung von S. aureus Stammen in vier

verschiedene Gruppen (agrl, agrll, agrlll und agrlV) (Shopsin et al., 2003). Diese
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Unterteilung erfolgt nach der Sequenzierung von agrC und agrD Genen. Diese
Gene sind zusammen mit agrA und agrB Genen Teil des agr Operons. Der agr
Operon reguliert Virulenzgene, sodass Agr-positive Stamme pathogener als Agr-
negative Stamme sind (Thompson and Brown, 2017). Mutationen in agrA und
agrC Regionen sind verantwortlich fir Agr-negative Ph&notypen (Somerville et
al.,, 2002). Es wurde gezeigt, dass Agr-negative Stamme eine bessere
Anpassungsfahigkeit, vor allem gegen antibiotischen Stress, haben (Paulander
et al., 2013). Da Goerke et al. schon gezeigt haben, dass die PFGE eine bessere
Diskriminierungskapazitat als die Agr-Typisierung hat (Goerke et al., 2005),

haben wir die Agr-Aktivitat nur auf der phanotypischen Ebene untersucht.

Die Gesamtgenomsequenzierung (WGS) ist ein molekulargenetisches
Analyseverfahren, das auf Next Generation Sequencing (NGS) beruht, sodass
das Genom vollstandig sequenziert und analysiert werden kann. In der
vorliegenden Studie wurden Mehrfachisolate zunéchst durch PFGE und spa-
Typisierung charakterisiert. Die WGS der Isolate sollte in nachfolgenden Arbeiten
durchgefiihrt werden. Dadurch kann erfasst werden, in welchem Ausmal} es zu
zusatzlichen Mutationen wahrend der Infektion/Kolonisation kommt und wie weit

bestimmte Mutationen geh&uft auftreten.

4.4.2 Genetische Diversitét der CF-Proben
Die Diversitat lasst sich auf der genetischen Ebene in der Lunge durch
strukturelle Varianten im PFGE oder Variation des spa-Typs untersuchen. Wir
haben strukturelle Varianten bei vier Patienten beobachtet und bei sieben
Patienten wurde eine Besiedlung mit unterschiedlichen spa-Typen

nachgewiesen.

Alle Isolate einer Probe konnten immer dem gleichen PFGE-Typ zugeordnet
werden, sodass es keinen Hinweis auf gleichzeitige Besiedlung mit
verschiedenen Stammen gab. In einer gréReren amerikanischen Studie wurde
hingegen beobachtet, dass CF-Patienten haufig mit mehreren S. aureus-
Stdmmen besiedelt werden (Long et al., 2021). Weitere Studien sind notwendig,

um zu klaren, ob diese Diskrepanz durch das unterschiedliche Studiendesign,
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die Studiengro3e oder aufgrund unterschiedlicher Patientenkohorten erklarbar

ist.

Stamme mit weniger als drei Veranderungen im DNA-Fragmentprofil wurden als
klonale Stamme, bzw. als strukturelle Varianten interpretiert. Circa 25% der S.
aureus Gene sind variabel meist auf ,Mobile genetic elements* (MGE) kodiert
(Rumpf et al., 2021). Die Unterschiede im DNA-Fragmentprofil werden
wahrscheinlich durch die Insertion, Deletion oder Umlagerung von MGEs
verursacht. Die MGEs konnen die antibiotische Resistenz, Virulenz oder
Wirtsanpassung beeinflussen (Lindsay, 2010). Vor allem Phage-Insertion oder
Excision in das 3-hemolysin Gen (HIb) geht mit einer Modulation der Virulenz
einher (Goerke et al., 2006, Goerke et al., 2004). Wir haben bei strukturellen
Varianten jedoch keine Anderung der antibiotischen Resistenz beobachtet.
Veranderungen der Virulenz wurden nicht untersucht. In zukinftigen Studien
konnte die WGS die molekulare Grundlage der Variationen weiter aufklaren; Tier-
oder Zellkulturexperimente konnten klaren, ob die Varianten die Virulenz

beeinflussen.

Wir haben eine Tendenz beobachtet, dass es in der CF-Lunge mehr genetische
Heterogenitat als in der Nase von gesunden Probanden gibt. Strukturelle
Varianten oder Mutation des spa-Gens sind Korrelat dieser Heterogenitat. Eine
zukinftige Studie mit hoherer Teilnehmerzahl ist notwendig, um zu zeigen, dass
es in der Lunge tatsachlich signifikant haufiger zur Diversifikation der Population

kommt.

4.4.3 Korrelation zwischen spa-Typisierung und PFGE-Typisierung
Wir haben beobachtet, dass einige Stdmme mit identischen DNA-
Fragmentprofilen unterschiedliche spa-Typen besitzen und dass einige Stamme
mit identischen spa-Typen strukturelle Varianten waren. Dass die Anderung des
spa-Typs nicht mit einer Anderung des DNA-Fragmentprofils einhergeht, wurde
von Kahl et al. 2005 bereits beobachtet. Trotz identischem DNA-Fragmentprofil
haben einige Patienten unterschiedliche spa-Typen, die durch Gewinn oder
Verlust von Repeat oder Punktmutationen erklart werden kénnen (Kahl et al.,

2005b). Da die DNA-Fragmentprofile identisch sind, ist es wahrscheinlicher, dass
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diese Stamme klonal sind und sich mit der Zeit durch Mutationen des spa-Gens
diversifiziert haben. Eine genaue Analyse der spa-Sequenzen kodnnte diese
Hypothese bestétigen. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse von Westphal et
al. 2020 unterstitzt. Wahrend der Kolonisation scheint es zur Akkumulation von
spa-Mutationen zu kommen. Dies kénnte mit einer Reduktion der Protein A
abhangigen, proinflammatorischen Antwort korrelieren. Westphal et al. 2020
haben zusatzlich gezeigt, dass je mehr die Patienten mit Antibiotika vorbehandelt
wurden, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein einziger spa-Typ in der

Lunge pradominiert.

4.4.4 Korrelation zwischen phéanotypischer und genetischer
Heterogenitat

Eine Korrelation zwischen phanotypischer und genetischer Heterogenitat konnte
in dieser Studie nicht gezeigt werden. Wir haben die genetische Heterogenitat
nur mittels spa-Typisierung und PFGE untersucht. Damit kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich diese phanotypischen Unterschiede durch
Mutationen anderer wichtiger Gene erklaren lassen. Phanotypische Varianten
sind haufig abhangig von Mutationen von regulatorischen Systemen. Mutationen
des Agr-Systems koénnen zum Beispiel Anderung des Hamolyseverhaltens
erklaren (Goerke et al., 2007). Mutationen in anderen Regulatorsystemen wie
sigB konnten ebenfalls zur phanotypischen Variation beitragen. Mutationen im
agr und sigB Operon bei Isolaten von CF-Patienten wurden bereits beschrieben
(Long et al., 2021, Goerke et al., 2005).

Funf Proben (zwei Nasenabstriche und drei Sputa) zeigten keine phénotypische,
sondern nur genetische Heterogenitat. Veranderungen im spa-Gen oder des
PFGE-Fragmentprofils fuhren nicht zu offensichtlichen Veranderungen in der
Koloniemorphologie. Es ist daher wichtig, nicht nur phanotypische Varianten
genetisch genauer zu untersuchen, sondern auch zuféllig phanotypisch
identische Kolonien zu typisieren. Damit kann ein genaueres Bild Uber das
Ausmal’ der Heterogenitat gewonnen werden.
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4.4.5 Vergleich der Stamme aus der Lunge und der Nase

Die Isolate von 71% der Patienten (funf von sieben Patienten) aus der Nase
hatten ein &hnliches DNA-Fragmentprofil als Isolate aus Sputa. Diese Ergebnisse
stimmen mit denen von Goerke et al. Uberein (Goerke et al., 2000b). Zwei
Patienten hatten in der Nase und im Sputum unterschiedliche S. aureus Stamme.
Wir vermuten, dass es in der Nase zum Wechsel des Stammes nach Kolonisation
der Lunge kam. Um diese Hypothese zu bestatigen, musste eine retrospektive
Studie mit friheren Nasenabstrichen durchgefiihrt werden.

4.4.6 Genetische Heterogenitit liber die Zeit
Trotz Heterogenitat haben wir keinen Wechsel des Hauptstammes im Sputum
beobachtet. 2003 haben Kahl et al. gezeigt, dass der gleiche S. aureus Klon flr

Monate oder Jahre bei den meisten Patienten Uberwiegt (Kahl et al., 2003).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Ritchie et al. (Ritchie et al., 2016)
wurden auch wenige Wechsel der S. aureus Stamme in der Nase von gesunden
Probanden beobachtet, da bei den meisten Probanden eine Beobachtungszeit
von weniger als drei Monaten vorlag. Ein Wechsel des Stammes ist laut Ritchie
et al. erst nach sechs bis neun Monaten persistierender Kolonisation zu sehen
(Ritchie et al., 2016). Bei zwei gesunden Probanden wurde der spa-Typ nach
acht Monaten neu untersucht und bei einem Probanden wurde eine Anderung

des spa-Typs nach acht Monaten beobachtet.

4.5 Agr-Aktivitat
15 der 80 untersuchten Nasenabstrichen von gesunden Probanden waren Agr-
negativ. Shopsin et al. haben 2008 beobachtet, dass Agr-negative Stamme auch
in der Nase gesunder Probanden zu isolieren sind (Shopsin et al., 2008) und es
vereinzelt auch zur Ko-Kolonisatin von Agr-positiven und Agr-negativen
Stammen kommen kann. In dieser Studie war dies jedoch in keinem der
Nasenabstriche von gesunden Probanden nachzuweisen. Agr-Heterogenitét
wurde aber sowohl im Sputum als auch in Nasenabstrichen von CF-Patienten
beobachtet. Agr-negative Stdmme sind weniger virulent und es st

wahrscheinlich, dass der Verlust der Agr-Aktivitat die langzeitige Kolonisation
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begilnstigen kann (Goerke et al., 2005, Long et al., 2021). So sind in der Regel
Agr defekte Stamme bessere Biofilmbildner (Kong et al., 2006).

Die Agr-Aktivitat korrelierte nicht mit Veranderungen im DNA-Fragmentprofil oder
spa-Typ: Stamme mit gleichen DNA-Fragmentprofilen oder gleichen spa-Typen
waren sowohl Agr-negativ als Agr-positiv. Mutationen im agr Operon sind fiur die
Veréanderungen der Aktivitdt wahrscheinlich. Falsch negative Stamme sind aber
mit der Cross-Streak Methode nicht auszuschlieRen (Traber et al., 2008b). Eine
Sequenzierung des agr Operons bei Isolaten mit unterschiedlicher Agr-Aktivitat
ware hier sinnvoll. Die agrD Sequenz erlaubt zusatzlich die Zuordnung zu einem
bestimmten Agr-Typ. Dadurch kdnnte geklart werden, ob der Agr-Typ mit dem
spa-Typ korreliert. 2020 haben Lange et al. gezeigt, dass der Haupt-spa-Typ

einem Agr-Typ zugeordnet werden kann (Lange et al., 2020).

4.6 Resistenzen
Trotz haufiger antibiotischer Therapie waren die meisten Isolate sensibel fur die
zwolf untersuchten Antibiotika. Es wurde kein MRSA nachgewiesen. Der
jahrliche Report des deutschen CF Registers hat 2021 eine MRSA Pravalenz von
4% bei CF-Patienten angegeben (Nahrlich L. (ed.), 2021), sodass der Nachweis
ein MRSA bei unseren niedrigen Teilnehmerzahl unwahrscheinlich wéare.

Mindestens 50% der Sputenproben waren aber resistent gegen Ciprofloxacin.
Diese hohe Resistenzrate war nicht in der Nase von Patienten oder gesunde
Probanden nachweisbar. Wir vermuten, dass die hohe Resistenzrate mit einer
friheren Therapie mit Ciprofloxacin korreliert. Nicht alle therapierten Patienten
hatten resistente Isolate in der Lunge. Vier Patienten hatten trotz
Ciprofloxacintherapie keine resistenten Isolate. Zwei Patienten wurden nicht mit
Ciprofloxacin therapiert und es wurde in deren Sputenprobe keinen resistenten

Isolaten nachgewiesen.

Wie Resistenz gegen Ciprofloxacin entsteht, wurde von Hooper et al.
beschrieben. Mutationen der Topoisomerase oder erhdhte Produktion der
endogenen Effluxpumpe NorA verursachen Resistenzen gegen Ciprofloxacin
(Hooper and Jacoby, 2015). Wir haben zusatzlich beobachtet, dass sich die

Resistenz uber die Zeit veranderte. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von
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Schwerdt et al. Gberein, die auch eine Fluktuation der Resistenzlage tber Jahre
beobachtet haben und somit vermuten, dass diese Fluktuation Gewinn oder
Verlust von Resistenzgenen zeigt (Schwerdt et al., 2018). Es wurde in dieser
Arbeit diese Fluktuation tber eine kurze Zeit beobachtet, sodass wir vermuten,

dass der Gewinn oder Verlust von Resistenzgenen haufig und schnell stattfindet.

Es waren wenige resistente Isolate gegen Erythromycin sowohl im Sputum als
auch in der Nase von CF-Patienten. Ein Patient hatte sowohl in der Nase als
auch im Sputum nur resistente Isolate und wurde 2010 mit Azithromycin
behandelt. Pfaff et al. haben gezeigt, dass eine langzeitige Therapie mit
Azithromycin erhdhte Resistenzen gegen Makroliden fordert (Phaff et al., 2006).
Unser Patient wurde sieben Monate lang mit Azithromycin therapiert und zeigt
neun Jahre nach der Therapie resistente Stamme. Pfaff et al. haben drei
Mechanismen beschrieben, die diese erhthte Makrolidresistenz verursachen
konnten. Nach Azithromycingabe werden sensible Isolate eradiziert und es
Uberleben nur Isolate mit intrinsischer Resistenz gegen Makrolide. Eine zweite
Maoglichkeit ist, dass die Resistenz nach verschiedenen Mutationen entstanden
ist. Als letzte kbnnten die resistenten Isolate von anderen Patienten Ubertragen
worden sein (Phaff et al., 2006).

Goerke et al. haben eine Heterogenitat der Resistenzlage gegen Antibiotika
beobachtet. Unterschiedliche Resistenzlage war in vielen Antibiotikaklassen zu
sehen (Goerke et al., 2007). Wir haben hingegen eine hohe Heterogenitat nur
gegen Ciprofloxacin und in wenigen Proben gegen Gentamicin und Erythromycin
beobachtet. Wobei Goerke et al. die Heterogenitat der Resistenzlage nur in
phanotypisch unterschiedlichen Isolaten untersucht haben, wurden in dieser
Arbeit fur alle Isolate untersucht. Eine Probe, in der alle Isolate ph&anotypisch
identisch waren, zeigte unterschiedliche Resistenzen. Da nur wenig Patienten an
der Studie teilgenommen haben, sollte eine Studie mit hbherer Teilnehmeranzahl
die Resistenz auch fur phanotypisch identische Isolate untersuchen, um die
klinische Relevanz dieses Ergebnisses zu beurteilen.
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5 Zusammenfassung

Die zystische Fibrose ist eine genetische Stoffwechselerkrankung, die aufgrund
einer Mutation des CFTR-Gens zu einer gestorten Funktion des CFTR-
Anionkanals fihrt. In der Lunge kommt es unter anderem zu einer erhdhten
Viskositdat des Schleims. Diese maodifizierte Physiologie der Atemwege

beginstigt die Besiedlung mit Pathogenen.

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten Keime, die mit der zystischen
Fibrose assoziiert sind. Besonders bei jungen Patienten ist es eine Ursache flr
chronische Infektionen, wiederholte Antibiotikatherapie und Verminderung der
Lungenfunktion. Dabei kommt es zur Anpassung der Bakterienpopulationen an
die spezifischen Bedingungen. Verschiedene Studie haben gezeigt, dass es in
der CF-Lunge zu einer erhbhten phénotypischen sowie genetischen Diversitat
von S. aureus kommt. Die genetische Diversitat wurde bis jetzt nur zwischen

phanotypischen Varianten untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob phanotypisch identische S.
aureus Kolonien genetische Heterogenitéat zeigen und ob sich die Diversifikation
in der Antibiotikaresistenz und Agr-Aktivitat widerspiegelt. Es wurden Sputen und
Nasenabstriche von zwolf CF-Patienten sowie Nasenabstrichen von neun
gesunden Probanden Uber zwei Jahre gesammelt. Zwei bis drei
Folgeuntersuchungen pro Probanden wurden durchgefiihrt. Pro Probe wurden
mindestens fiinf Kolonien isoliert und fur weitere Untersuchungen eingefroren.
Es wurden besonders S. aureus Kolonien mit auffallend unterschiedlichem
Phanotyp (Hamolyse, Farbe, Grol3e) isoliert. Die S. aureus Isolate wurden auf
phanotypische und genetische Diversitat mittels PFGE und spa-Typisierung, Agr-
Aktivitat und Antibiotikaresistenzen untersucht. Von allen Patienten wurden dazu

klinische Daten erhoben.

Eine hochste phénotypische Diversitat wurde in der Lunge von CF-Patienten
beobachtet. Mit Hilfe von PFGE und spa-Typisierung kdnnte nachgewiesen
werden, dass diese Diversitat auch auf genetischer Ebene zu beobachten ist.
Jedoch konnten wir keine Korrelation zwischen phanotypischer und genetischer

Diversitat nachweisen.
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Trotz haufiger antibiotischer Therapie waren die meistens Isolate sensibel fur die
zwolf untersuchten Antibiotika. 50% der Sputumproben waren resistent gegen
Ciprofloxacin. Wir haben eine Fluktuation der Resistenzlage uber die Zeit
beobachtet, sodass wir vermuten, dass es zu schnellem Gewinn oder Verlust von
Resistenzgenen kommt. Heterogenitat des Resistenzverhaltens haben wir vor
allem gegen Ciprofloxacin und in wenigen Proben gegen Gentamicin und
Erythromycin beobachtet. Ob eine genauere Resistenztestung von phanotypisch
identischen Isolaten eine klinische Relevanz hat, sollte eine Studie mit hoherer

Teilnehmeranzahl untersuchen.

Es ist daher wichtig, nicht nur phanotypische Varianten genetisch genauer zu
untersuchen, sondern auch zufallig phanotypisch identische Kolonien zu
typisieren, um ein genaueres Bild der Heterogenitat zu bekommen. Durch ,long-
read und short-read Next Generation Sequencing* sollte in weiteren Arbeiten
geklart werden, welche genetischen Veranderungen in den S. aureus

Populationen auftreten.
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Anhang

8 Anhang
Tabelle 21: Genetik und Therapie zum Zeitpunkt der Studie.
Patient Genetik Modulator
Patient 1 F508del und N1303K Keine
Patient 2 F508del und R347P Keine
Patient 3 2 F508del Tezacaftor/lvacaftor
Patient 4 2 F508del Tezacaftor/lvacaftor
Patient 5 2 F508del Keine
Patient 6 405+1G->A und ¢.4111G>T, p.E1371* Keine
Patient 7 F508del und G5551D Keine
Patient 8 F508del und G5551D Keine
Patient 9 F508del und M1101K Keine
Patient 10 | F508del und R1066¢ Keine
Patient 11 | F508del und N1303K Keine
Patient 12 | 2 F508del Tezacaftor/lvacaftor

Tabelle 22: Geschlecht und Alter nach Gruppe.

Merkmal Patientengruppe | Kontroligruppe
Geschlecht Weiblich 10 6
(Anzahl) Ménnlich 2 3
Alter (in Jahren) | Mittelwert 13,75 28
Median 14 25
Spannweite | 9 — 20 21 -53
Tabelle 23: Merkmale der Patientengruppe.
Merkmal Patientengruppe
BMI (kg/m?) Mittelwert 18,6
Median 18,35
Spannweite 15-228
BMI in Perzentile | Mittelwert 37
(%) Median 37,5
Spannweite 1-77
FEV1 (%) Mittelwert 73,83
Median 82,50
Spannweite 9-107
FVC (%) Mittelwert 89
Median 92
Spannweite 56 — 116
Modulatortherapie | Keine 9
(Anzahl) Modulatortherapie | 3
Mutation (Anzahl) | F508del 5
Andere 1
F508del und 6
andere Mutatation
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Tabelle 24: Antibiotikatherapie

Patient Antibiotikum Anfang Ende
Patient1 | Azithromycin 11.01.10  |11.07.10
Aztreonam 25.02.13 24.03.13
Cefaclor 11.01.10 24.01.10
Ceftazidim 11.01.10 | 24.01.10
19.04.10 22.04.10
19.04.10 22.04.10
Ciprofloxacin 15.05.10 12.06.10
23.08.10 20.09.10
28.02.12 19.03.12
26.05.17 08.06.17
Colistin 01.07.10 |28.07.10
27.09.10 28.02.14
08.05.14 17.02.17
Meropenem 22.04.10 03.05.10
22.04.10 03.05.10
01.09.17 28.09.17
Tobramycin 11.01.10 25.01.10
19.04.10 03.05.10
19.04.10 02.05.10
01.07.10 28.07.10
16.05.11 28.02.14
Patient2 | Amikacin 18.02.10 03.03.10
Amoxicillin und Beta-Lactamase-
Inhibitoren 26.01.12 10.04.13
Azithromycin 06.12.18 06.02.20
Aztreonam 12.12.15 13.10.16
Cefaclor 13.03.12 15.10.12
11.04.13 01.07.13
21.09.17 06.12.18
06.12.18 bis mind. 05.03.20
Ceftazidim 06.06.10 19.06.10
11.09.10 24.09.10
03.01.11 16.01.11
02.05.11 15.05.11
Ciprofloxacin 20.10.11 16.11.11
Colistin 24.07.14 16.01.16
Meropenem 18.02.10 03.03.10
Sulfamethoxazol und Trimethoprim 15.07.13 22.03.14
11.11.15 06.12.18
Tobramycin 11.02.10 18.02.10
11.02.10 01.07.11
04.03.10 25.03.10
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06.06.10 19.06.10
11.09.10 24.09.10
03.01.11 16.01.11
02.05.11 15.05.11
24.07.14 21.08.14
11.05.15 02.11.17
02.11.17 22.02.18
Patient3 | Amoxicillin 30.01.20 | bis mind. 05.03.20
Cefaclor 17.12.11 | 15.03.12
11.03.13 18.03.13
Cefuroxim 20.10.10 |01.12.11
01.12.11 01.03.12
17.07.12 31.07.12
17.06.13 01.07.13
21.09.13 22.11.13
15.03.14 29.04.14
08.02.16 01.04.16
Clarithromycin 09.01.15 22.01.15
Patient 4 Cefpodoxim 20.06.17 17.07.17
08.07.19 29.07.19
Cefuroxim 22.01.18 |05.02.18
14.11.18 27.11.18
Ciprofloxacin 06.12.18 19.12.18
Colistin 29.09.16 24.01.17
Sulfamethoxazol und Trimethoprim 18.08.16 29.09.16
24.11.16 17.01.17
19.04.18 02.05.18
01.06.18 10.07.18
28.11.18 05.12.18
24.01.19 17.03.19
Patient5 | Cefalexin 20.07.19 |17.08.19
Cefuroxim 23.02.18 bis mind. 05.03.20
Ciprofloxacin 10.01.19 06.02.19
Colistin 30.07.18 30.08.19
Meropenem 06.04.18 19.04.18
16.07.18 29.07.18
05.11.18 18.11.18
05.03.19 16.03.19
06.04.18 19.04.18
Piperacillin und Beta-Lactamase- 16.07.18 29.07.18
[T 05.11.18 |18.11.18
05.03.19 16.03.19
Sulfamethoxazol und Trimethoprim 12.01.18 bis mind. 05.03.20
Patient6 | Amoxicillin 21.03.14 | 04.04.14
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Amoxicillin und Beta-Lactamase-
Inhibitoren 08.11.18 21.11.18
Patient 9 Cefaclor 25.08.11 02.09.11
10.01.20 bis mind. 05.03.20
Ceftazidim 10.09.12 24.09.12
Ciprofloxacin 08.04.11 15.04.11
20.03.15 12.05.17
15.05.18 bis mind. 05.03.20
Colistin 23.10.12 19.12.14
15.05.18 18.01.19
Minocyclin 11.06.19 21.06.19
Meropenem 06.07.18 19.07.18
01.08.19 28.08.19
Piperacillin und Beta-Lactamase- 06.07.18 19.07.18
e 171218 | 30.12.18
Sulfamethoxazol und Trimethoprim 02.09.11 23.09.11
02.09.11 02.09.11
23.09.11 20.10.11
02.03.18 15.03.18
Tobramycin 10.09.12 24.09.12
12.06.18 18.01.19
17.12.18 30.12.18
01.08.19 28.08.19
Patient 10 Amoxicillin und Beta-Lactamase-
Inhibitoren 07.07.12 20.07.12
Cefaclor 16.02.10 01.03.10
11.03.16 14.04.16
04.12.18 17.12.18
23.12.18 06.01.19
Cefuroxim 18.06.13 01.07.13
27.05.19 13.08.19
Clarithromycin 01.10.10 14.10.10
Erythromycin 06.12.12 01.03.15
Patient 11 | Amikacin 29.03.10 11.04.10
Amoxicillin und Beta-Lactamase- 27.01.11 15.02.11
[iLAEBNE 30.09.13 |13.11.13
08.12.17 28.12.17
28.02.18 13.03.18
03.06.19 16.06.19
Cefaclor 22.07.10 11.08.10
01.10.15 17.11.15
Cefuroxim 27.08.12 08.08.13
08.08.13 30.09.13
12.12.16 30.01.17
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Ceftazidim 24.07.17 04.08.17

16.02.18 28.02.18

25.05.18 07.06.18

24.09.18 05.10.18

22.01.19 04.02.19

Ciprofloxacin 02.02.17 01.03.17

Clarithromycin 24.06.19 07.07.19

Colistin 27.03.17 08.02.18

Meropenem 28.11.13 11.12.13

Sulfamethoxazol und Trimethoprim 12.04.10 30.04.10

08.11.12 04.02.13

04.02.13 05.02.13

12.12.13 13.03.14

14.10.14  |09.11.14

Tobramycin 28.11.13 11.12.13

02.02.17 01.03.17

24.07.17 04.08.17

16.02.18 28.02.18

25.05.18 07.06.18

24.09.18 05.10.18

22.01.19 04.02.19

Patient12 | Aztreonam 21.01.14 |13.02.15

Cefaclor 07.06.12 18.09.15

18.09.15 29.09.17

Ceftazidim 25.03.13 07.04.13

29.07.13 11.08.13

14.04.14  |27.04.14

04.08.14 17.08.14

13.02.15 27.02.15

Cefuroxim 26.03.11 |05.05.11
27.11.19 bis mind. 05.03.20

Ciprofloxacin 10.09.12 07.10.12

Colistin 10.09.12 17.06.13

17.06.13 13.02.15

01.05.15 23.06.16

Meropenem 28.10.13 10.11.13

Tobramycin 25.03.13 07.04.13

17.06.13 29.07.13

29.07.13 11.08.13

30.07.13 28.10.13

28.10.13 10.11.13

28.10.13 21.01.14

14.04.14 |27.04.14

14.04.14  |27.04.14
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04.08.14

17.08.14

13.02.15

27.02.15

Tabelle 25: Bakterien und Pilze im Sputum

Patient 1 Candida parapsilosis
CF1-s1 Candida albicans
Patient2 |CF2-S1 Pseudomonas aeruginosa
CF2-S2 Aspergillus fumigatus
Candida albicans
Patient3 |CF3-S1 R-ham. Streptokokken (Gruppe B)
Patient4 |CF4-S1 Candida albicans
CF4-S2 Aspergillus fumigatus
Patient5 |CF5-S1 Achromobacter xylosoxidans/denitrificans
Patient6 |CF6-S1 keine zusatzliche Bakterien
Patient7 |CF7-S1 Candida albicans
Patient8 |CF8-S1 Haemophilus influenzae
Patient9 |CF9-S1 Achromobacter xylosoxidans/denitrificans
CF9-52 Achromobacter xylosoxidans/denitrificans
Patient 10 | CF10-S1 keine zusatzliche Bakterien
Patient 11 |CF11-S1 Aspergillus fumigatus
Escherichia coli
Stenotrophomonas maltophilia

Tabelle 26: Zusammenfassung der Tests auf Mittelwertsgleichheiten von log(KBE/mil)

1. Sputum der
Kontrollgruppe

Gruppen mit | t-test nach | Mittlere 95%- Signifikanz

verglichenen Bonferroni- Differenz Konfidenzintervall

Mittelwerten an | Korrektur

log(KBE/ml)

1. Nasenabstrich | Unabhangige Mkontrolle — Msputum | [-4,05 ; -1,97] Ja
der Proben: Patienten =

Kontrollgruppe t(18) = 6,060 -3,00

VS. p =0,00003

1. Sputum der

Patientengruppe

1. Nasenabstrich | Unabhéngige Mkontrolle— Mnasen | [-2,78 ; 1,49] Nein
der Proben: patienten = 0,61

Kontrollgruppe t(15) = 1,462

VS. p =0,492

1. Nasenabstrich

der

Patientengruppe

1. Nasenabstrich | Abhangige Mnase Patienten — [-4,42 ; -1,95] Ja
der Proben: MSputum Patienten = =

Patientengruppe | t(18) =5,419 3,19
VS. p =0,000114
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Unabhéngige Mkontrolle — Msputum [' 5,19, - 2.07]
Proben: Patienten =

t(5) = 5,993 -3,63

p=0,006
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