Aus dem Hygieneinstitut der Universitdt Tubingen
Abteilung Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene
Abtellungsleiter: Professor Dr. K. Botzenhart

Der Einfluss von humanen Serum-DNasen auf den
Nachweis von durch Antibiotika abgetéteten E. coli im Blut
mittels PCR

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung der Doktorgrades
der Medizin

der
MEDIZINISCHEN FAKULTAT
der Eberhard-K arls-Universitét

zu Tubingen

vorgelegt von
Almut Mller-Schauenburg
aus Tubingen
2003



Dekan: Professor Dr. C. D. Claussen

1. Berichterstatter: Professor Dr. G. Ddring

2. Berichterstatter: Professor Dr. K. Unertl



Meiner Schwester,
meiner Mutter und

meinem Vater gewidmet



Inhaltsverzeichnis

INNAISVEIZEICANIS ... .ot ee 4
1 ] 1= 1 (1 T R 6
11 Y= 01 1P TUURPPPPPUPPPN 6
1.2 D=V | 0 ] 1] USSP 8
1.2.1 DiE BIULKUIUL e 9
1.2.2 D P O R e 11
1.3 D] NN F= TS S 12
1.4 Fragestellung........coooveeeiiiiii e 13
2 Material Und MethOeN ..o 14
2.1 BaKEEIIEN ..o 14
2.1.1 Herstellen einer UbernachtkKUIUT ...........vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaee, 14
2.1.2 Waschen der BaKIBIHEN ......vee e 14
2.1.3 Einstellen der KONzentratioNeN ........oe.ee e 14
2.1.4 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Cefotaxim zur

kompletten Abtstung von 10° E. coli pro mMl. .......cooveeoveeceeeeeeenen. 15
2.1.5 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Ciprofloxacin,

Imipenem, Gentamicin und Cefotaxim zur vollstdndigen Abtétung

vON 108 E. €Ol PrO Ml ..evieeieeeieeeeeeeeee ettt 16
2.2 Uberprufen der DNA — Freisetzung nach dem Abtéten durch

AT 0TI KA . e 16
2.2.1 ADBtOtEN der BaKIEIICN ... e e 17
2.2.2 [ o B = 1 o 18] o o S 17
2.2.3 MikroskopiSChe AUSWEIUNG ........coouuiiiiiiiieiiieeei e 17
2.3 Einfluss von DNasen auf die Detektierbarkeit von E. coli-DNA

MNIEERIS PO R .o 18
2.3.1 Versuche mit 30 pg gereinigter E. COli-DNA ...........coooiiiiiiiiiiiieeen, 19
2.3.1.1 Einfluss der natlrlichen Serum-DNaSEN........ccocevveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeaeen, 19
2.3.1.2 Rekombinante humane DNase | in Serum ..........coveeveeiiieiieiinann, 19
2.3.1.3 Rekombinante humane DNase | in Tris-HCI-Puffer..........cocoevvvvieneen. 20
2.3.2 Einfluss von DNasen auf die Detektion von abgetdteten E. coli

MNITEEIS P R . e 20
2.3.2.1 InSerum und TriS-HCI-PUTEI ..., 20
24 DINA-ISOHEIUNG ...t eeeeeees 21
2.5 P O R e 22
2.6 StatistiSChe AUSWEITUNG .......viiiiiiii e 25
3 ErgEDNISSE. ... 26



3.1

3.2

3.3

3.4

3.4.1
3.4.2

3.4.3

3.4.4

3.4.5

3.5

4.1
4.2

Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Cefotaxim
zur kompletten Abtdtung von 10° E. coli pro ml. .......cocooveeeveceeveeennn. 26

Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Ciprofloxacin,
Imipenem, Gentamicin und Cefotaxim zur kompletten Abt6tung

vON 108 E. €Ol Pro Mlu..vceiieceeeeeeeeeeee et 26
Beurteilung der DNA-Freisetzung aus E. coli nach dem Abtéten

(o (U] (o] o I Y 01 1] o] (0] 1] = USRS 28
Der Einfluss der Aktivitat von DNasen auf die Nachweisbarkeit

von E. colimittelS PCR ... 31
Gereinigte E. coli-DNA mit natirlichen Serum-DNasen..................... 31
Inkubation gereinigter E. coli-DNA mit rekombinanter humaner

DNase | in humanem Serum ..........ooouiuiiiiiiiiiiiieiii e 32
Inkubation gereinigter E. coli-DNA mit rekombinanter humaner

DNase I'in Tris-HCI-PUfer ..., 33
Inkubation von durch Antibiotika abgetoteten E. coli mit

rekombinanter humaner DNase | in humanem Serum ...................... 36
Inkubation von durch Antibiotika abgetoteten E. coli mit

rekombinanter humaner DNase | in Tris-HCI-Puffer.......................... 37
Zusammenfassung der Ergebnisse .........cccooovveiiiiiiiiiii e, 38
DISKUSSION ...t e 39
Diskussion der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur ............... 41
SChIUSSTOIGEIUNG ....eeiiie e 45
ZUSAMMENTASSUNG ..vvuiiieeeeeeeeeiiiiie e e e e e e eeeet s e e e e e e e eeeaena e e e eeeeeeesnnnns 46
LiteraturverZeiChnis ..........coouuii i 47



1 Einleitung

1.1 Sepsis

In der Intensivmedizin wird man héaufig mit der Problematik eines septischen
Krankheitsbildes konfrontiert. Die fur das septische Krankheitsbild typischen
Symptome sind hohes, intermittierendes Fieber mit Schuttelfrost, Leukozytose,
Tachycardie, Tachypnoe und ein deutlich reduzierter Allgemeinzustand bis zur
Verwirrung. In vielen Fallen kann man abgesehen von diesen unspezifischen
Symptomen auch ganz spezifische Symptome beobachten, die direkt von ei-

nem klar definierten infektiosen Herd ausgehen [25].

Einer Sepsis liegt definitionsgemall immer eine Infektion zugrunde [3]. Eine
haufige Ursache einer Sepsis ist das Eindringen von Bakterien in die Blutbahn
[3], also eine Bakteriamie [8], seltener sind Fungamien oder Viramien [3]. Das
Spektrum der Erreger hat sich im Laufe des 20. Jahrhunderts deutlich ge-
wandelt. So spielten zu Beginn des Jahrhunderts die pyogenen, grampositiven
Keime wie Staphylokokkus aureus und Streptokokkus pneumoniae die grof3te
Rolle [19]. Seit Einfihrung von Antibiotika um 1950 gab es eine deutliche Zu-
nahme der Infektionen mit gramnegativen Keimen wie Escherichia coli, anderen
Enterobactericaceae, Proteus und Klebsiellae. Seit 1980 gibt es wieder eine
Zunahme der Infektionen mit Staphylokekkus aureus, wobei es sich hierbei um
Stamme handelt, die Resistenzen gegen die gangigen Antibiotika entwickelt
haben [19]. Ganz besonders geflirchtet ist der gegen Methicillin restitente
Stamm des Staphylokkokus aureus, der MRSA. Momentan sind die haufigs-
ten Erreger der bakteriellen Sepsis gramnegative Keime wie Escherichia coli,
andere Enterobactericaceae und Pseudomonas aeruginosa [19] [38]. Noch sind
grampositive Bakterien wie Staphylokokkus aureus oder Streptokokkus pneu-
moniae seltener nachzuweisen.

Die Invasion der Blutbahn durch Keime lauft meistens Giber einen der folgenden

zwei Mechanismen ab: erstens Uber die Drainage eines infektiosen Herdes via



Lymphsystem in die Blutbahn, zweitens direkt von aul3en tber Verletzungen
wie Punktionsstellen, zum Beispiel bei Abusus von i. v. Drogen oder iatrogen
[25]. Haufige Sepsisherde sind der Urogenitaltrakt, der HNO-Bereich und die
Lunge. Eine primar auf einen bestimmten Fokus begrenzte Infektion, wie bei-
spielsweise eine Pneumonie, kann dann sekundar in die Blutbahn streuen und
SO zu einer systemischen Infektion, einer Sepsis, fuhren. Au3erdem kommt es
vor, dass durch den schlechten Allgemeinzustand eines Patienten die im Koérper
vorgesehenen natirlichen Barrieren fir Keime nicht mehr funktionieren und es
zum Beispiel beim Fallen der Mukosabarriere zu einer Durchwanderungs-
peritonitis kommt. Eine Bakteriamie bedeutet flr den Patienten in jedem Fall ein

hohes Mortalitatsrisiko, die Prognose verschlechtert sich rapide.

Fur sepsisadhnliche Krankheitsbilder, das sogenannte systemic inflammatory
response syndrome (SIRS), gibt es abgesehen von Infektionen auch andere,
nicht infektios bedingte Ursachen wie systemische Reaktionen auf lokalisierte
Erkrankungen, zum Beispiel Verbrennungen oder Pankreatitiden. Sie sind kli-
nisch einer Sepsis sehr ahnlich und mussen deshalb diagnostisch klar abge-
grenzt und entsprechend anders behandelt werden. Die Unterteilung dieses
grol3en Symptomkomplexes soll in Abb. 1 verdeutlicht werden.
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Abb. 1. Der Zusammenhang zwischen systemischer inflammatorischer
Reaktion (SIRS), Sepsis und Infektion. (aus ,Definitions for Sepsis and
Organ Failure and Guidelines for the use of Innovative Therapies in Sep-

sis von Bone et al. [3])

1.2 Diagnostik

Im Falle einer Sepsis ist ein schneller Erregernachweis von gro3er Bedeutung,
um schnellstmdglich eine gezielte Antibiotikatherapie einleiten zu kénnen. Bei
den Techniken zum Nachweis von Erregern unterscheidet man die klassischen
Kulturverfahren, wie die Blutkultur, von den neueren molekularbiologischen Ver-

fahren, wie der 1985 erstmals von Saiki et al. [27] ver6ffentlichten Poly-merase-

Kettenreaktion (PCR).
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1.2.1 Die Blutkultur

Bis heute gilt die Blutkultur als der Goldstandard fur den Nachweis von Bakteri-
amien [32, 36, 37, 41]. Dabei werden 10-30 ml Vollblut in ein geeignetes Blut-
kulturmedium gegeben und bei 37°C bebrttet. Die Blutabnahme sollte idealer-
weise wahrend des Fieberanstiegs stattfinden, da in diesem Moment die erwar-
tete Bakterienlast am hochsten ist [25]. Die Bebritung erfolgt jeweils sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen. Man detektiert die Bak-
terien entweder Uber einen Ausstrich der Probe auf einem geeigneten Kultur-
medium, oder Uber den heute eher Ublichen Nachweis von Stoffwechselproduk-
ten des jeweiligen Keims, wie beispielsweise der CO,-Produktion. Fallt die Kul-
tur positiv aus, so ist es durch weiteres Anziichten moglich, den Keim genau zu
identifizieren und ihn auf sein Resistenzverhalten gegeniber Antibiotika zu tes-
ten. Allerdings liefern nur 4% - 12% aller Blutkulturen ein positives Ergebnis
[15, 26]. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass man es haufig mit falsch negativen

Ergebnissen zu tun hat.

Der Bakteriennachweis mittels Blutkultur hat einige problematische Punkte. Fir
einen positiven Nachweis werden vermehrungsfahige Mikroorganismen in einer
Konzentration von mindestens 1 bis 10 colony forming units (CFU) pro ml Blut
bendtigt. Diese Voraussetzung ist bei erwachsenen Patienten nicht immer erfullt
[25]. In einer Studie von Henry et al. [12], der das Lyse-Zentrifugations-
Verfahren anwandte, wurde bei 62% der Patienten mit einer durch E. coli verur-
sachten Bakteriamie eine Keimzahl von < 1 CFU pro ml gefunden, ebenso bei
55% der durch P. aeruginosa verursachten Bakterid@mien. Bei diesem Verfahren
werden die zellularen Blutbestandteile lysiert, dann wird die Probe zentrifugiert
und anschliel3end wird das Pellet auf einem festen Kulturmedium ausplattiert.
Auf diese Weise kann eine hohere Bakterienausbeute erreicht werden als bei
der konventionellen Blutkultur [42]. Bei Kindern sind im Vergleich zu Erwachse-
nen, abhangig vom Alter, héhere Konzentrationen an Bakterien zu finden. So

wurden bei Neugeborenen mit E. coli Sepsis bei 78% der Patienten durch quan-



titative Blutkulturen Bakterienkonzentrationen von > 5 CFU pro ml Blut gefun-
den, bei Bakteriamien mit kapselbildenden Bakterien wurden in 43% der Félle
sogar Zahlen von >100 CFU pro ml Blut nachgewiesen [42]. Der Keimnachweis
mittels Blutkultur kann bis zu 4 Wochen dauern, da Keime wie
Mycobactericaceae und Rickettsiales nur sehr langsam wachsen [10]. Dieser
Zeitraum erlaubt kein Warten auf die exakte Diagnose. Die antibiotische Thera-
pie wird bereits vor dem Ergebnis der Blutkultur dringend nétig, um die Uber-
lebensprognose des Patienten zu verbessern. Abgesehen von der ohnehin
schon niedrigen Bakterienlast sind Bakteriamien oft intermittierend und voruber-
gehend, deshalb sind der richtigen Zeitpunkt und die Wiederholung einer Punk-

tion maRgeblich fur eine gute Diagnostik.

Bei Intensivpatienten tritt ein zusatzliches Problem auf, denn ihr Allgemein-
zustand ist von vornherein schlecht und ein Warten auf eine positive Kultur
wirde deshalb in jedem Fall zu lange dauern, um rechtzeitig eine gezielte
Therapie einleiten zu kénnen. Auch kommen Patienten haufig bereits ambulant
antibiotisch anbehandelt in die Klinik. Blutkulturen eines mit Antibiotika behan-
delten Patienten sind signifikant seltener positiv (2,2%) als diejenigen von nicht
vorbehandelten Patienten (6.4%) [6]. Negative Blutkulturen bei antibiotisch
anbehandelten Patienten schlief3en nicht aus, dass weiterhin eine Keimaussaat
in die Blutbahn stattfindet, die in diesem Fall jedoch nicht durch ein Kulturver-
fahren detektiert werden kann. Das Wachstum von Bakterien in Blutkulturen
eines mit Antibiotika behandelten Patienten hangt unter anderem vom Verhalt-
nis der Antibiotikakonzentration zur minimalen inhibitorischen Konzentration
(MIK) und vom Kulturmedium ab [20]. Ein Problem ist, dass ein Konzentrations-
unterschied der antimikrobiellen Substanz zwischen Blut und Gewebe vorliegt,
wobei der Blutspiegel des Patienten durch die intravendse Gabe des Anti-
biotikums am hdchsten ist. So werden die Bakterien im Blut durch die hohe
Antibiotikakonzentration abgetotet, eine Blutkultur fallt also negativ aus. An dem
primaren Infektionsherd ist die Konzentration des Antibiotikums aber geringer,
so dass dieser unter Umstanden nicht saniert wird und weiterhin Bakterien in

die Blutbahn streuen kann.
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Man ist heute auf der Suche nach diagnostischen Mdoglichkeiten, die die

Schwachpunkte der Blutkultur Gberbrticken.

1.2.2 Die PCR

Die PCR ist in der Lage, sehr geringe Mengen an bakterieller DNA nachzu-
weisen. Es handelt sich um eine Amplifikation von bestimmten Gensequenzen.
Diese Methode eignet sich zum spezifischen Nachweis von DNA oder RNA.
Voraussetzung ist, dass die Basensequenz des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes bekannt ist. Als Starthilfe fur die Amplifikation werden sog. Primer
zugegeben, zwei synthetisch hergestellte Oligonukleotide, die den Enden des
zu ampifizierenden DNA-Abschnittes entsprechen. Im ersten Schritt wird die in
der Probe enthaltene doppelstrangige DNA durch Temperaturerhbhung de-
naturiert. Anschlie3end wird die Probe auf eine Temperatur heruntergekuhlt, bei
der sich die Primer an die komplementaren Sequenzen der DNA anlagern
kénnen. Diese doppelstrangigen Bereiche werden von einer hitzestabilen DNA-
Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Tag-Poymerase) erkannt, die
dort ansetzend einen neuen Strang synthetisiert. Die Richtung ist durch die Po-
laritat der DNA vorgegeben. Durch erneutes Erhitzen wird die Amplifikation ge-
stoppt, gleichzeitig wird die neu synthetisierte, doppelstrangige DNA
denaturiert und der gesamte Prozess kann von vorne beginnen. Nach 20 bis 40
Zyklen, die von einem sogenannten Cycler automatisch gesteuert werden, wird
auf diese Weise ein bestimmtes DNA-Segment millionenfach vermehrt. Dieses
Segment kann abschlie3end beispielsweise durch Gelelektrophorese nachge-
wiesen und nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht

werden.

Die PCR konnte bereits ihre Uberlegenheit gegeniiber der Blutkultur fir einen
Erregernachweis nach Antibiotikagabe zeigen [11, 43]. Dennoch kommt es
auch in der PCR immer noch zu relativ vielen negativen Ergebnissen bei Pati-
enten mit septischem Krankheitsbild [ 5, 17]. Da ein sicherer Goldstandard zur

Detektion von Bakteridmien fehlt, muss man sich die Frage stellen, ob negative
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Ergebnisse der PCR tatsachlich auf der Abwesenheit von Keimen beruhen. Ein
Problem ist das Vorliegen von Faktoren im Blut, wie dem Porphyrin-Ring des
Hamoglobins, da er die Tag-Polymerase bindet und somit die PCR-Reaktion
hemmt [13]. Diese Aufgabe lieRe sich durch eine sorgfaltige DNA-Isolierung
l6sen. Eine andere mogliche Erklarung fir eine geringe Rate positiver PCR-
Ergebnisse kdnnte auch darin liegen, dass durch den Abbau bakterieller DNA in
der Blutprobe, zum Beispiel durch humane Serum-DNasen, falsch-negative

Ergebnisse zustande kommen.

1.3 DNase |

Die Deoxyribonuklease | (DNase I) ist ein Enzym im menschlichen Serum, das
in der Lage ist, doppelstrdngige DNA zu Oligonukleotiden abzubauen. Die
humane DNase | existiert in Form von unterschiedlichen Isoenzymen und ver-
ursacht Einzel- und Doppelstrangbriche in der DNA. Ihre Konzentration ist be-
sonders hoch in den Organen Pankreas, Leber, Niere und einigen Kérper-
flissigkeiten wie Serum, Urin, Sperma und Speichel [21]. Therapeutisch wird
sie bei Mukoviszidose eingesetzt, da sie in der Lage ist, die Viskositat des Spu-
tums zu verringern, das so leichter abgehustet werden kann [1, 33]. Aul3erdem
scheint sie eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des systemischen Lupus
erythematodes zu spielen, bei welchem eine verminderte Aktivitat der DNase
gefunden wird [24]. Es wird vermutet, dass es so zu hohen Spiegeln an frei zir-
kulierender DNA kommen und daraufhin eine Antikorperbildung gegen DNA
angeregt werden konnte [4]. Abgesehen davon geht man davon aus, dass die
DNase | beim programmierten Zelltod, der Apoptose eine Rolle spielt. In Gewe-
ben mit hohen Raten an Zelluntergang wie z. B. dem Verdauungstrakt wird in-
trazellular, perinukledr eine relativ hohe Konzentration des Enzyms
gefunden [23].

Die eigentlichen Aufgaben der DNase | im menschlichen Organismus sind zum
grodten Teil noch unbekannt. So gibt es einige Vermutungen und Studien.
Untersucht wurde beispielsweise, in wie weit die DNase | in der Lage ist,

menschliches Chromatin oder Phagen DNA zu spalten [24], einige Aktivitats-
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prafungen wurden auch mit DNA aus Lachshoden durchgefuhrt [21]. Ihre M6g-
lichkeit, freie bakterielle DNA abzubauen, ist jedoch bisher noch nicht genau
unter die Lupe genommen worden. Ein wesentlicher Unterschied zur mensch-
lichen DNA, die in Chromosomen vorliegt, ist die Ringform der bakteriellen
DNA. Dadurch kénnte die Angriffsmdglichkeit der humanen DNase beeinflusst

werden.

1.4 Fragestellung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Frage nach dem Schicksal der bak-
teriellen DNA im Blut, nachdem bei einer Bakteriamie die Bakterien durch Anti-
biotika abgetttet wurden. Wird sie freigesetzt und durch humane DNasen zer-
stort, oder verbleibt sie zum grof3ten Teil geschitzt in der Bakterienhtlle? So
soll ermittelt werden, ob die PCR den kulturellen Nachweisverfahren nach
erfolgter Antibiotikagabe Uberlegen ist.

Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der quantitativen Ermittlung der DNA-
Freisetzung aus, durch unterschiedliche Antibiotika abgettteten, E. coli, um zu
klaren, welcher Anteil der bakteriellen DNA der Zerstorung durch DNasen aus-
gesetzt ist und welcher Anteil in der Bakterienhille verbleibt und fir eine Dia-
gnostik mittels PCR sicher zur Verfiigung steht.

Der zweite Teil der Arbeit untersucht, welchen Einfluss die DNase | auf das
PCR-Ergebnis nimmt. Es wird ermittelt, in welchem Gewichtsverhaltnis die
DNase | zu gereinigter bakterieller DNA oder abgettteten E. coli vorliegen
muss, um diese bakterielle DNA so weit zu spalten, dass sie nicht mehr durch

eine PCR nachzuweisen ist.
In einem Vorversuch war zu klaren, welche Konzentrationen der verwendeten

Antibiotika fur die Abtotung der Bakterien nétig sind, um die fur die Versuche

bendtigte vollstandige Abtdtung zu garantieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien

2.1.1 Herstellen einer Ubernachtkultur

Fur alle Versuche wurde der Stamm ATCC 11229 des gramnegativen Stab-
chens E. coli verwendet, welches zur Familie der Enterobactericaceae zahlt.
Am Vorabend der Versuche wurde eine CFU der E. coli-Kultur in einen Drei-
Schickane Kolben gegeben, der 10 ml des Nahrmediums Tryptic Soy Broth
(TSB) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) enthielt und tGber Nacht bei 37°C im
Schittelinkubator (INFORS GmbH, Einsbach) bebritet.

2.1.2 Waschen der Bakterien

Aus der Ubernachtkultur wurden am nachsten Morgen 5 ml der Bakteriensus-
pension in ein Falcon-Rohrchen Uberfuhrt und far 10 min bei 4°C und 4.000
Umdrehungen pro Minute (upm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und das Pellet mit 5 ml 0,9% NaCl wieder gel6st. Dieser Vorgang wurde 3 Mal

wiederholt, um die Bakterien vollstéandig von bakteriellen Toxinen zu reinigen.

2.1.3 Einstellen der Konzentrationen

In einer Vorarbeit war eine Wachstumskurve fur E. coli ATCC11229 erstellt
worden (Abb. 2). Von der gereinigten E. coli-Suspension wurden 100 ul auf 900
pl 0,9% NacCl in ein 1,5 ml Eppendorf Cup gegeben (Verdinnung um 1:10) und
die optische Dichte (OD) photometrisch im Ultraspec 3 Photometer (Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) bei 600 nm bestimmt. Dieser Wert sollte bei einer Uber-
nachtkultur erfahrungsgemass bei einer OD von 0,84 liegen. AnschlieRend
wurden 12 ul der urspringlichen Bakteriensuspension auf 988 ul 0,9% NacCl
gegeben und die OD erneut bestimmt. Diese sollte nun bei 0,12 liegen, was laut

Wachstumskurve einer Bakterienzahl von 10° Keimen pro ml entspricht.
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Abb. 2 Wachstumskurve von E. coli ATCC11229

Von der Bakteriensuspension der Konzentration 10® Keimen pro ml wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt. Bei jedem Schritt wurde jeweils um 1:10 mit
0,9% NaCl verdiinnt, bis eine Konzentration von 10> Keimen pro ml erreicht
war. Zur Kontrolle wurden von der Verdinnung 10% jeweils100 ul auf 2 Blut-
agarplatten ausplattiert. Nach Bebrutung der Platten Uber 24 h im Brutschrank
(Heraeus) bei 37°C wurde die Keimzahl bestimmt. (Erwartete Keimzahl: 10
CFU).

2.1.4 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Cefotaxim zur
kompletten Abtétung von 10° E. coli pro ml.

Es sollte ermittelt werden, bei welcher Konzentration des Antibiotikums Cefota-
xim, ein Cephalosporin der 3. Generation (Claforan®, Aventis, Bridgewater,
USA) eine Keimzahl von 10° E. coli pro ml vollstandig abgetétet wird. Dazu
wurde jeweils 1 ml einer E. coli-Suspension der Konzentration von zweimal 10°
Keimen pro ml mit 1 ml einer Antibiotikaldsung ftr 15 min bei 37°C im Wasser-
bad inkubiert. Die Konzentrationen von Cefotaxim im Ansatz betrugen 1 pl/ml,

10 pl/ml, 200 pl/ml, 1 mg/ml und 10 mg/ml. Von jeder Antibiotikakonzentration
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wurden 3 Proben hergestellt. AnschlielRend wurden von jeder Probe zweimal
100 pl auf Blutagar ausplattiert. Nach Bebritung Uber 24 h bei 37°C erfolgte

eine Kontrolle der Platten auf Keimwachstum.

2.1.5 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Ciprofloxacin, Imipe-
nem, Gentamicin und Cefotaxim zur vollstdndigen Abtétung von

108 E. coli pro ml

Untersucht werden sollte, welche Konzentrationen von 4 unterschiedlichen

Antibiotika nétig sind, um eine Konzentration von 10% 10° oder 10° E. coli pro

ml komplett abzutéten. Verwendet wurden folgende Antibiotika:

1. Ciporofloxacin, ein Gyrasehemmer, (Ciprobay®, Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland) in den Konzentrationen 10 pg/ml, 100ug/ml und 200 pg/ml.

2. Imipenem, ein Carbapenem (Zienam®, MSD GmbH, Miinchen,
Deutschland) in den Konzentrationen 100 pg/ml, 1 mg/ml und 10 mg/ml.

3. Gentamicin, ein Aminoglycosid (Refobacin®, Merck, Darmstadt,
Deutschland) in den Konzentrationen 10 pg/ml, 100 pg/ml und 1 mg/ml.

4. Cefotaxim (Claforan®, Aventis, Bridgewater, USA) in den Konzentrationen

50 pg/ml, 500 pg/ml und 5 g/ml.

Zu 900 pl der Antibiotikasuspension wurden jeweils 100 pl der Bakterien-
suspension gegeben und grundlich gevortext, dann fir 30 min bei 37°C
inkubiert und je zweimal auf Blutagarplatten ausplattiert. Die Platten wurden
Uber 24 h bei 37°C bebritet und anschlie3end auf Bakterienwachstum hin kon-

trolliert.

2.2 Uberprufen der DNA — Freisetzung nach dem Abtdten durch
Antibiotika

Das Abtéten von Bakterien durch Antibiotika kann zur Zelllyse fihren. Sobald
die DNA frei im Serum vorliegt, kdnnte sie von anwesenden DNasen zerstort
werden, wodurch sie nicht mehr mittels PCR nachzuweisen wéare. Es sollte nun
erforscht werden, in wie weit das Abt6ten der Bakterien mittels Antibiotika

tatsachlich zu einer Freisetzung der DNA flhrt.
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2.2.1 Abtoten der Bakterien

Es wurde jeweils 1 ml einer 10° E. coli enthaltenden Suspension mit Cefotaxim,
Ciprofloxacin, Imipenem oder Gentamicin bei 0°C inkubiert. Je 1 ml der
Bakteriensuspension wurden 100 pl einer Antibiotikalésung zugesetzt, so dass

die endgultigen Antibiotikakonzentrationen im Ansatz wie folgt waren:

Cefotaxim: 5 g/l, Ciprofloxacin: 0,2 g/l, Imipenem: 1,5 g/l, Gentamicin: 4 g/l

Parallel wurde je Probe eine Kontrolle hergestellt, die an Stelle des Anti-
biotikums 100 pl 0,9% NaCl enthielt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min
wurden aus jeder Probe 100 pl auf Blutagar ausplattiert, 24 h bei 37°C bebrutet,
und anschlie3end auf Keimwachstum hin untersucht, um die vollstandige Abt6-

tung zu Uberprifen. Die gesamte Inkubationszeit betrug 2 h.

2.2.2 DAPI-Farbung

Nachdem die E. coli mit Antibiotika abgetdtet worden waren, wurden jeweils
10 pl der Bakteriensuspension (entspricht 10° Bakterien) auf einen Objekttrager
getropft. Die Proben wurden bei Raumtemperatur angetrocknet und an-
schliel3end zur Hitzefixierung dreimal durch die Flamme eines Bunsenbrenners
gezogen. Um den Tropfen wurde mit einem Silikon-Stift (DAKO-Pen, DAKO,
Glostrup, Danemark) ein Wall aufgetragen. Die Proben wurden einmal mit
Phosphate buffered Saline (PBS) gewaschen und lichtgeschitzt mit 25 ul
4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in der
Konzentration 2 mg/ml fur 5 min gefarbt. Sie wurden noch 6 mal mit PBS gewa-
schen, anschlielBend wurde jeweils 1 Tropfen Fluorescent mounting Medium
(DAKO, Glostrup, Danemark) aufgetragen und die Proben mit einem Deck-

glaschen abgedeckt.

2.2.3 Mikroskopische Auswertung

Die DAPI-gefarbten Proben wurden unter einem Axioplan Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) bei einer Vergréf3erung von 1:1000 ausgewertet. Es
wurden sowohl der Phasenkontrastmodus als auch die fluoreszenzmikros-

kopische Darstellung verwendet. Jeweils 10 zuféllig gewahlte Gesichtsfelder
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wurden in beiden Modi mit Hilfe eines digitalen Systems ( KS 300, Kontron E-
lectronic GmbH, Eching, Deutschland) fotografiert. Die folgende Auswertung
wurde von zwei verschiedenen Personen durchgefihrt. In fluoreszierendem
Zustand waren nun nur jene Organismen als leuchtende Punkte sichtbar, wel-
che noch DNA enthielten, da der DAPI Farbstoff an DNA bindet. Im Gegensatz
dazu waren im Phasenkontrastmodus alle vorhandenen Organismen sichtbar,
auch jene, die ihre DNA wahrend der durch Antibiotika induzierten Zelllyse
verloren hatten. Die Anzahl der im Phasenkontrastmodus sichtbaren E. coli
wurde der Gesamtzahl (100%) an vorhandenen Organismen gleichgesetzt und
mit der Anzahl, die im fluoreszierenden Zustand sichtbar war, verglichen.

2.3 Einfluss von DNasen auf die Detektierbarkeit von E. coli-DNA
mittels PCR

Um durch Antibiotika abgetttete E. coli mittels PCR nachzuweisen, muss die
DNA erhalten sein. Im Serum vorhandene DNasen konnen einen Einfluss auf
das Schicksal der DNA nach antibiotikainduzierter Zelllyse haben. In den fol-
genden Versuchen sollte dieser Einfluss quantifiziert werden. Um bei der PCR
eine gute Sensitivitat zu erreichen, bendtigt man eine Menge von 30 pg/0,1ml
gereinigter E. coli DNA, was einer Keimzahl von 6 x 10° pro ml Serum ent-
spricht. Die bei Bakteriamien beobachteten Keimzahlen sind oft wesentlich
geringer und kdnnen so durch geringere Mengen an DNasen zerstort werden.
Deshalb wurde rekombinante humane DNase in bestimmtem Verhdltnis zur

DNA zugesetzt.

Im Serum liegen unterschiedliche Faktoren wie Natrium oder G-Actin vor, die
eine ideale Aktivitat der DNase verhindern [24, 28]. Deshalb wurde der Versuch
nicht nur in Serum, sondern auch in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5) durchgefthrt, in
dem durch Zusatz von 10 mmol MgCl, und 1 mmol CacCl, ein ideales Milieu fur

die DNase | Aktivitat geschaffen war.

18



2.3.1 Versuche mit 30 pg gereinigter E. coli-DNA

2.3.1.1 Einfluss der natirlichen Serum-DNasen

Es sollte der Einfluss von den nattrlicherweise im Serum vorhandenen DNasen
auf die durch Zelllyse freigesetzte E. coli-DNA getestet werden. Es wurden 40
mal 1 ml humanes Serum mit 30 pg E. coli-DNA versetzt. 20 Proben wurden
fur 2 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert, 20 Kontrollen wurden statt dessen auf
Eis inkubiert, um die Aktivitat der DNase zu unterdricken. AnschlieRend
wurden alle Proben zur Ausféllung der Serumproteine fur 10 min auf 94°C
erhitzt und fir 5 min bei 14000 upm zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 pl
in die PCR eingesetzt.

2.3.1.2 Rekombinante humane DNase | in Serum

Es sollte festgestellt werden, in welchem Gewichtsverhaltnis DNA : DNase |
vorliegen muss, bis die E. coli-DNA soweit zerstort wird, dass sie nicht mehr
durch PCR nachweisbar ist. Zu 70 pl humanem Serums einer gesunden Per-
son wurden jeweils 30 pg gereinigte E. coli-DNA und 30 pl einer DNase-
Verdinnung aus rekombinanter humaner DNase (rhDNase, Hoffmann-La
Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) in ein 1,5 ml Eppendorf Cup gegeben.
Die rhDNase | hatte ursprunglich eine Konzentration von 1 pg/ul und wurde mit
Tris-HCI-Puffer so verdiinnt, dass die Konzentration in 30 pl dann 30 ng bzw.
30 ug betrug. Das entspricht einem Verhaltnis von DNA : rhDNase | von 1:10°
(30 ng DNase 1) bzw. 1:10° (30 ug DNase |).

Hergestellt wurden 10 Proben und 10 Kontrollen mit 30 pl Tris-HCI-Puffer an
Stelle der DNase. Alle Proben wurden fur 2 h bei 37°C inkubiert, anschliel3end
fir 10 min auf 94°C erhitzt und fur 5 min bei 14000 upm zentrifugiert. Vom U-

berstand wurden jeweils 10 pul in die PCR eingesetzt.
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2.3.1.3 Rekombinante humane DNase | in Tris-HCI-Puffer

Es wurden 10 mal jeweils 70 pl Tris-HCI-Puffer, der wie unter 2.3 beschrieben
fur eine bessere Aktivitat der rhDNase | mit MgCl, und CacCl, versetzt worden
war, in ein 1,5 ml Eppendorf Cup gegeben. Hinzu kamen 30 pg gereinigte
E. coli-DNA und 30 pl einer rnDNase-Verdinnung. Die rhDNase | wurde so-
weit mit Tris-HCI-Puffer verdiunnt, dass sich folgende Verhaltnisse von DNA :
DNase | ergaben: 1:10™ (3 pg DNase 1), 1:1 (30 pg DNase 1), 1:10 (300 pg
DNase 1), 1:10% (3 ng DNase I) oder 1:10* (300 ng DNase |).

Je Probe wurde eine Kontrolle hergestellt, die anstelle der rhDNase | Tris-HCI-
Puffer enthielt. Proben und Kontrollen wurden fir 2 h bei 37°C inkubiert. Aus
dem 100 pl Ansatz wurden jeweils 10 pl in die PCR eingesetzt.

2.3.2 Einfluss von DNasen auf die Detektion von abgettteten E. coli
mittels PCR

2.3.2.1 In Serum und Tris-HCI-Puffer

Da in den Bakterien Faktoren vorliegen kdonnten, wie beispielsweise Histonen-
ahnlichen-Proteine [34], welche die DNA vor der Zerstdérung durch DNasen
schutzen auch wenn die Zelle durch Antibiotika abgetotet und lysiert wurde,
wurden nun vollstandige, abgetttete Bakterien mit rhDNase in unterschied-
lichen Konzentrationen versetzt. Aus einer Ubernachtkultur wurde wie unter 1.3
beschrieben die E. coli-Konzentration von 10%/ml hergestellt und fiir 15 min mit
Cefotaxim (1 mg/ml) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl dieser
Suspension auf Blutagarplatten ausplattiert und 24 h bei 37°C bebrutet, um die
vollstdndige Abt6tung durch das Antibiotikum zu kontrollieren. Die Proben wur-
den jeweils mit Tris-HCI-Puffer oder Serum im Verhéltnis 1:100 verdinnt, die
Endkonzentration betrug 10" E. coli pro ml. Das Serum entstammte einer ge-
sunden Person und war vorher zweimal fir 10 min bei 2000 upm abzentrifugiert
worden. Es wurden 80 Proben in Tris-HCI-Puffer und 120 Proben in Serum her-
gestellt. AnschlieRend wurden die Proben mit 50 pl rhDNase I-L6sung im Ver-
haltnis DNA : DNase 1 : 10° oder 1 : 10° versetzt und fiir 2 h bei 37°C inkubiert.
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Es wurden also bei 10* E. coli 50 ng bzw. 50 pug rhDNase | zugegeben. Je Pro-
be wurde eine Kontrolle hergestellt, bei der anstelle der rhDNase-Ldsung 0,9%
NaCl zugegeben wurde. Das Endvolumen der Proben betrug 1,05 ml. An-

schlieRend wurde eine DNA-Isolierung durchgefihrt.

2.4 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung wurde mit dem Puregene DNA Isolation Kit (Biozym GmbH,
Oldendorf, Deutschland) nach dem Protokoll fir 100 bis 10.000 Zellen folgen-

dermal3en durchgefuhrt:

Die Proben wurden bei 16000xg fur ca. 5 s zentrifugiert, damit sich die E. coli-
Bakterien als Pellet absetzen konnten. Der Uberstand wurde bis auf 2-5 pl ab-
pipettiert und verworfen. Die Proben wurden kurz gevortext, um das Bakterien-
pellet wieder zu I6sen. Anschliel3end wurden sie mit 60 pl Cell Lysis Solution
versetzt, einige Male auf und ab pipettiert und ftr 5 min bei 80°C im Heizblock
(DRI-Block DB 2A, Techne, Cambridge, England) inkubiert, um die Bakterien
vollstandig zu lysieren und so die bakterielle DNA frei zu setzen. Sobald die
Proben wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt waren, wurden ihnen 20 pl Pro-
tein Precipitation Solution zugegeben, durch grindliches Vortexen wurden sto-
rende Proteine ausgefallt, anschlie3end wurde die Probe bei 16000xg fur 3 min
zentrifugiert. Der die DNA enthaltende Uberstand wurde in ein 1,5 ml Eppendorf
Cup Uberfuhrt, welches 60 pl 100% Isopropanol (2-Propanol , Merck, Darm-
stadt, Deutschland) enthielt. Durch 50maliges Wenden wurde die DNA gefallt,
so dass sie sich nach Zentrifugation tGber 1 min bei 16000xg als festes Pellet
absetzte. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Das DNA-Pellet
wurde mit 60 pl 70% Ethanol (Merck) gewaschen, um letzte Verunreinigungen
zu entfernen und erneut 1 min bei 16000xg abzentrifugiert, das Ethanol wurde
abpipettiert und verworfen. Anschliel3end wurden die Proben fur ca. 15 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Zum Abschluss wurden 30 pl DNA Hydration
Solution zugegeben und die Proben bei 65°C im Heizblock inkubiert, damit die
DNA volistandig rehydriert werden konnte. Die DNA war nun bereit, in die PCR
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eingesetzt zu werden. In Serum wurde, wegen des hohen Proteingehalts, statt
der 20 pl Protein Precipitation Solution eine grol3ere Menge, namlich 50 pl ver-

wendet.

2.5 PCR

Fur die PCR wurden zwei Primer-Paare verwendet, das eine so verschachtelt
(nested) in das andere, dass bei der zweiten Amplifizierung, der nested PCR,
ein Abschnitt des Amplifikats der ersten PCR amplifiziert wird. Der amplifizierte
Abschnitt der 1. PCR ist 486 Basenpaare lang und abgeleitet von dem uidA
Gen von E. coli, welches fur die pB-Glucuronidase kodiert. Die Primer waren

folgendermalRen zusammengesetzt:

1.PCR: Pi: 5-ATC ACC GTG GTG ACG CAT GTC GC-3°
P,: 5°-CAC CAC GAT GCC ATG TTC ATC TGC-3

Nested PCR: P3: 5-TAT GAA CTG TGC GTC ACA GCC-3°
P4: 5-CAT CAG CAC GTT ATC GAATCC-3

Die Reaktionen wurden in einem 50 pl-Mastermix durchgefihrt, der sich wie in

Tabelle 1 und 2 dargestellt zusammensetzte:
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Tabelle 1: Zusammensetzung des Mastermix, 1. PCR.

Reagens Konzentration Menge je 50ul-|Endkonzentration
Ansatz

10 x Puffer Tris-HCI: 100 mM |5 ul Tris-HCI: 10 mM
KCI: 500 mM KCI: 50 mM
MgCl,: 15 mM MgCl,:  s.u.

MgCl; 25 mM 6 ul 3,0 mM + 1,5 mM

(10xP) = 4,5 mM

dNTP Je 10 mM 3ul Je 600 uM

Primer 1 10 uM 3 ul 0,6 uM

Primer 2 10 uM 3 ul 0,6 uM

Taqg-Polymerase |5.000 u/ml 0,4 ul 1 Unit

Tabelle 2: Zusammensetzung des Mastermix, nested PCR.

Reagens Konzentration Menge je 50ul-|Endkonzentration
Ansatz

10x Puffer Tris-HCI: 100 mM |5 ul Tris-HCI: 10 mM
KCI: 500 mM KCI: 50 mM
MgCl,: 15 mM MgCl,:  s.u.

MgCl, 25 mM 5ul 25 mM + 1,5 mM

(10xP) = 4,0 mM

dNTP Je 10 mM 4 ul Je 800 pM

Primer 3 10 uM 2 ul 0,4 uM

Primer 4 10 uM 2 ul 0,4 uM

Q-Solution 5 x konzentriert 10 ul 1 x konzentriert

Tag-Polymerase |5.000 u/ml 0,4 ul 1 Unit

Bei jedem PCR-Durchlauf wurden von beiden Mastermix Reagenzienkontrollen

mitgefuhrt, um eine Verunreinigung der Reagenzien mit E. coli-DNA auszu-
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schlieBen. AuRerdem gab es eine Positivkontrolle, die 30 pg gereinigte E. coli-

DNA enthielt, um die Funktion der PCR zu Uberprifen.

Die isolierte und rehydrierte DNA (29,6 ul) wurde nun zu 20,4 pl des 1. Master-
mix in ein 0,6 ml Eppendorf Cup zugegeben und gevortext, um sie gut mit den
PCR-Reagenzien zu mischen. Die Probe wurde mit 2 Tropfen Mineraldl tber-
schichtet, um ein Verdunsten zu verhindern, und in den Termocycler (Hybaid
Omni Gene, MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland ) eingesetzt. Weil die
native Tag-DNA-Polymerase ihre Aktivitat schon bei geringen Temperaturen
entfaltet, wobei es zu unspezifischen, unerwiinschten Reaktionen kommen
kann, wurde ein sog. ,Hotstart* durchgefiihrt, das bedeutet, dass alle Proben
erst in den Termocycler eingesetzt wurden, wenn dieser die Denaturierungs-

temperatur von 95°C erreicht hatte.

Tabelle 3: Programm, 1. PCR:

Initialdenaturierung: 5 min bei 95°C

Denaturierung: 30 s bei 95°C 35 Zyklen
Annealing: 1 min bei 65°C 35 Zyklen
Extension: 1 min bei 72°C 35 Zyklen

Anschlie3end wurden 2 ul des amplifizierten Produkts (ein 486-bp- Fragment)
zu 48 pl des Mastermix fur die nested PCR gegeben, gevortext, mit 2 Tropfen

Mineral6l Gberschichtet und wieder in den vorgeheizten Termocycler eingesetzt.

Tabelle 4: Programm, nested PCR:

Initialdenaturierung: 5 min bei 95°C
Denaturierung: 30 s bei 95°C 35 Zyklen
Annealing: 1 min bei 50°C 35 Zyklen
Extension: 1 min bei 72°C 35 Zyklen
Terminale Extension: 5 min bei 72°C
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10 pl des amplifizierten Produkts der nested PCR wurden mit 2 ul Gel-loading-
buffer (0,25 g Bromphenol Blau und 40 g Saccharose, geldst in 100 mi
destilliertem Wasser) vermischt auf ein 2% Agarose Gel aufgetragen (Agarose,
Eurobio Les Ulis Cedex, France) und bei 110 V fir 40 min in Tris-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE) elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieRend wurde das Gel flr
15 min in einer Ethidium-Bromid-Losung der Konzentration 0,5 pg / ml gefarbt,
unter UV-Licht auf die Anwesenheit der erwarteten 186-bp-Bande angeschaut

und zur Dokumentation fotografiert.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuche wurde mit Fisher’s exact test mit dem
SAS software System, Version 6.12 (SAS, Cary, USA) durchgefuhrt. Ein

signifikantes Ergebnis wurde ab einem p-Wert von < 0,05 angenommen [2].
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Cefotaxim zur

kompletten Abtétung von 10° E. coli pro ml.

Fur die Versuche war eine vollstandige Abtotung der Bakterien Voraussetzung.
Deshalb wurde die Abtétung von 10° E. coli pro ml mit Cefotaxim in steigender
Konzentration getestet. Tabelle 5 zeigt das Ergebnis nach Bebritung der

Kontrollplatten Gber 24 h.

Tabelle 5: Bakterienwachstum nach Cefotaximgabe

Cefotaximkonzentration | 1ug/ml | 10 pg/ml {100 pg/ml |1 mg/ml |10 mg/ml
Platte 1 ++ ++ + -- --
Platte 2 ++ + -- -- --
Platte 3 ++ ++ + -- --
Platte 4 ++ ++ + - -
Platte 5 + + + - -
Platte 6 ++ ++ - - -

++ = ausgepragtes Bakterienwachstum; + = 1 — 12 CFU gewachsen;
-- = kein Bakterienwachstum

Es zeigte sich, dass die noétige Dosierung von Cefotaxim zur vollstdndigen

Abtotung von 10° Bakterien mindestens 1 mg/ml betragt.

3.2 Vorversuch zur Ermittlung der Mindestdosis von Ciprofloxacin,
Imipenem, Gentamicin und Cefotaxim zur kompletten Abt6tung

von 108 E. coli pro ml

Fur den Versuch 1.2 (Freisetzung von DNA nach Antibiotikagabe) wurde er-
mittelt, welche Konzentrationen von Gentamicin, Ciprofloxacin, Imipenem oder

Cefotaxim nétig sind, um E. coli-Konzentrationen von 107, 10° oder 108 pro ml
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sicher abzut6ten. Die im endgultigen Versuch verwendete Konzentration betrug
10® Bakterien pro ml.

In Tabelle 6 ist das Bakterienwachstum nach 24 h Bebrlitungszeit dargestellt.

Tabelle 6: Wachstum von E. coli nach Gabe von Gentamicin,
Ciprofloxacin, Imipenem oder Cefotaxim

Bakterienkonzentration 102 10° 108
pro mi Plattel Platte2 |Plattel Platte2| Plattel Platte2
Gentamicin 10 pgimi | ++ | ++ | ++ | ++ | +t |ttt |
100 pg/ml + + + + ++ ++
1 mg/ml - -- - - + +
100 pg/ml - - - - -- -
200 pg/ml - - - - -- -
fmipenem 100 pgiml | + | + | + | + | + | + |
1mg/ml -- - -- - - -
10 mg/ml -- -- -- -- -- -
5 mg/ml -- -- -- -- -- -
50 mg/ml - - -- - -- -
+++ = sehr dichtes Wachstum; ++ = deutliches Wachstum;

+ = geringes Wachstum; (+) = 1-2 CFU; -- = kein Wachstum.

Aus Tabelle 6 geht hervor, dass bei Gentamicin die Konzentration von 1 mg/ml
zwar ausreicht, eine Bakterienkonzentration von 10% oder 10° E coli pro ml ab-
zutéten, nicht aber 10° E. coli pro ml. Daher wurde im folgenden Versuch zur

Beurteilung der Freisetzung von DNA eine héhere Konzentration (4 g/l) ver-
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wendet, durch die dann eine vollstandige Abtdtung der 10° Keime erreicht
wurde, wie durch Ausplattieren von 100 pl der Bakteriensuspension auf Bluta-
garplatten und Bebriutung Uber 24 h nachgewiesen wurde. Bei den tbrigen An-
tibiotika wurde die vollstandige Abtétung der 10® Keime bereits bei der zweiten

Konzentrationsstufe erreicht.

3.3 Beurteilung der DNA-Freisetzung aus E. coli nach dem Abtéten
durch Antibiotika

Getestet wurde die Freisetzung bakterieller DNA nach kompletter Abtétung der
Organismen durch bakterizide Dosen vier unterschiedlicher Antibiotika. Die bak-
terielle DNA wurde mit dem fluoreszierenden Farbstoff DAPI angefarbt. Im Ver-
gleich von Fluoreszensmikroskopie und Phasenkontrastmikroskopie konnte
durch die Antibiotika eine Verminderung der gefarbten, also DNA-haltigen, Bak-
terien gegentber den im Phasenkontrast sichtbaren Bakterien (100%) gezeigt
werden.

Abb. 3 zeigt drei Ausschnitte, jeweils im Fluoreszenz- und im Phasenkontrast-

modus.
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Abb. 3: DNA-Freisetzung aus E. coli nach Abtétung durch Antibiotika.
Die Bakterien wurde mit Puffer (A, B), Cefotaxim (C, D) oder Imipenem
(E, F) inkubiert. Oben (A, C, E) die Darstellung im Fluoreszenzmodus.
Es sind nur die mittels DAPI angefarbten, DNA-haltigen Bakterien
sichtbar. Unten (B, D, F) im Phasenkontrastmodus sind sowohl DNA-
haltige als auch DNA-entleerte E. coli sichtbar. Die Pfeile markieren die
nur im Phasenkontrast erkennbaren Organismen, die keine DNA mehr
enthalten. VergroRerung x 1000. Die Markierung entspricht 5 pm.

Das Ergebnis der Auszahlung jeweils 10 zufallig gewahlter Gesichtsfelder ist in

Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7. Mittelwerte der Bakterienzahlen je  Gesichtsfeld
(+ Standardabweichung)
Cefotaxim | Ciprofloxacin | Imipenem | Gentamicin | Kontrollen
Phasenkontrast- | 38,9 58,3 42,6 36,4 44,7
modus (11,2) (33,1) (28,2) (19,1) (30,7)
Fluoreszenz- 28,0 46,8 35,1 30,8 42,3
modus (14,6) (29,8) (22,1) (16,0) (29,2)
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In Abb. 4 wird der prozentuale Anteil noch DNA-haltiger, im Fluoreszenzmodus
sichtbarer Bakterien an der Gesamtzahl der im Phasenkontrast sichtbaren

Organismen (100%) dargestellt:

Cefotaxim

Ciprofloxacin

Gentamicin

Kontrollen

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Anteil noch DNA-haltiger E. coli

Abb. 4: Anteil der DNA-enthaltenden E. coli nach deren Abtdtung

durch Antibiotika

Tabelle 8 zeigt die Verminderung der DNA enthaltenden, DAPI positiven Bakte-
rien und den DNA-Verlust je 10 E. coli, wenn man von einem mittleren DNA-

Gehalt von 5 fg pro E. coli ausgeht.
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Tabelle 8: Mittelwerte der in 10 Gesichtsfeldern gezahlten Bakterienzahlen
(= Standardabweichung) im Phasenkontrast- und Fluoreszenzmodus, de-
ren Differenz in %, und der daraus berechnete DNA-Verlust bezogen auf
10 E. coliin fg.

Mittelwerte der Bakterienzahlen

(£ Standardabweichung) DNA-Verlust in
fg/10 E. coli

Behandlung Phasenkontrast | Fluoreszensmodus | Differenz in %

Kontrollen 44,7 (30,7) 42,3 (29,2) 4,7 (4,1) 2,3
Cefotaxim 38,9 (11,2) 28,0 (14,6) 28,4 (9,1) 14,2
Ciprofloxacin | 58,3 (33,1) 46,8 (29,8) 20,4 (7,1) 10,2
Imipenem 42,6 (28,2) 35,1 (22,1) 17,6 (3,3) 8,8
Gentamicin 36,4 (19,1) 30,8 (16,0) 14,8 (9,5) 7,4

In den unbehandelten Kontrollen lag die mittlere Verminderung der DAPI-
positiven Bakterien und damit der DNA-Verlust bei 4,7%. Er war damit signifi-

kant geringer (p<0,05) als bei den mit Antibiotika behandelten Bakterien.

Es wird deutlich, dass die verschiedenen Antibiotika zu einer unterschiedlich
ausgepragten Freisetzung der DNA aus E. coli fihren. Der gro3te Teil (zwi-
schen 71,5% und 85,5%) der DNA verbleibt jedoch bei allen verwendeten Anti-

biotika innerhalb der Bakterienhtlle.

3.4 Der Einfluss der Aktivitat von DNasen auf die Nachweisbarkeit von
E. coli mittels PCR

3.4.1 Gereinigte E. coli-DNA mit naturlichen Serum-DNasen

Die natirlicherweise im Serum enthaltenen DNasen hatten keinerlei Einfluss
auf die Nachweisbarkeit von 30 pg gereinigter E. coli-DNA. Sowohl in den Pro-
ben, als auch in den statt dessen auf Eis inkubierten Kontrollen zeigten 18 von

20 Proben ein positives Ergebnis in der PCR.
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3.4.2 Inkubation gereinigter E. coli-DNA mit rekombinanter humaner DNase |

in humanem Serum

Ermittelt wurde die Gewichtsrelation von DNA zu rhDNase | in Serum, die den
Nachweis von 30 pg gereinigter E. coli-DNA mittels PCR signifikant einschrankt.
Das Ergebnis zeigt eine signifikante Abnahme der Nachweisbarkeit der DNA
bei einem Gewichtsverhéltnis von DNA zu DNase | von 1:10° (siehe Abb. 5)

100% -

80%

60% -

40% -

20%

Detektionsrate von E. coli-DNA in %

0% -

1:10° 1:10°
Verhéltnis von DNA : rhDNase |

‘ M gereinigte DNA mit DNase @ Kontrollen ohne DNase

Abb. 5: Detektionsrate von 30 pg gereinigter E. coli-DNA, die in humanem
Serum mit DNase | in einem Gewichtsverhaltnis von 1:10° bzw. 1:10°
versetzt wurde, und den unbehandelten Kontrollen mittels PCR in %
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3.4.3 Inkubation gereinigter E. coli-DNA mit rekombinanter humaner DNase |
in Tris-HCI-Puffer

Um das Vorliegen von Faktoren im Serum, die die Aktivitat der DNase | reduzie-
ren, auszuschliel3en, wurde der Versuch in Tris-HCI-Puffer wiederholt, der eine
optimale Zusammensetzung fur die DNase | Aktivitat bietet. Getestet wurden
funf unterschiedliche Gewichtsrelationen von DNA zu rhDNase | (1:10%;1:10°;
1:10%1:10% und 1:10%

Abb. 6 zeigt beispielhaft die Ergebnisse von 7 Proben mit einem Verhaltnis von
DNA : rhDNase von 1:10™, und den entsprechenden Kontrollen, die an Stelle

von rhDNase mit Tris-HCI-Puffer inkubiert worden waren.

OR1 OR2 P1 K1 P2 K2 P3 K3 P4 K4 P5 K5 P6 K6 P7 K7 G7 G8 m

S e e e RdESC @R ge

TYTI I YT R Y ey <186-bp

Abb. 6: Gel von sieben mit rhDNase versetzten Proben (P)
gereinigter E. coli DNA, Verhéltnis DNA : DNase | 1:10™" (30 pg
DNA, 3 pg DNase I), und den sieben entsprechende Kontrollen (K)
in Tris-HCI-Puffer. P4 und K7 sind negativ, die erwartete 186-bp-
Bande ist nicht zu erkennen. Die restlichen Proben und Kontrollen
sind positiv. OR1 und OR2 sind Reagenzien-Leerwerte der PCR
(negativ), G7 und G8 die Positivkontrolle (1 pg bzw. 100 fg DNA),
m ist der Marker zur Identifizierung der erwarteten 186-bp-Bande.
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In Abb. 7 zeigt sich eine signifikante Abnahme der Nachweisbarkeit der E. coli-
DNA mittels PCR bei einem Gewichtsverhaltnis von DNA zu rhDNase | von
1:10* (entspricht 300 ng DNase I), also bei einer geringeren Konzentration der

DNase | als in humanem Serum.
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\lgereinigte DNA mit DNase O Kontrollen ohne DNase\

Abb. 7: Detektionsrate von gereinigter E. coli-DNA, die in
einem Gewichtsverhaltnis von 1:10?, 1:10, 1:10%, 1:102
und 1:10% in Tris-HCI-Puffer mit DNase | versetzt wurde
mittels PCR in %



Wenn man die Ergebnisse des ersten Versuches in Serum und die des zweiten
Versuches in Tris-HCI-Puffer in einem direkten Vergleich gegenuberstellt, ergibt
sich folgendes Bild (Abb. 8):
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\—A— Kontrollen —¢— Puffer —#— Serum \

Abb. 8.: Die Detektionsraten von 30 pg gereinigter
E. coli-DNA, die mit DNase | in steigender Konzentra-
tion inkubiert wurde, in Serum bzw. Tris-HCI-Puffer im
Vergleich mittels PCR in %

Hier wir deutlich, dass im Serum eine wesentlich héhere Menge an DNase |

notig ist, um die PCR negativ zu beeinflussen.
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3.4.4 Inkubation von durch Antibiotika abgetéteten E. coli mit rekombinanter

humaner DNase | in humanem Serum

Untersucht wurde, ob grol3ere Mengen an humaner, rekombinanter DNase | die
Detektionsrate von E. coli, die zuvor durch bakterizide Mengen Cefotaxim abge-
totet worden waren, senken konnen. Abb. 9 zeigt keine signifikante Verringe-
rung der Detektionsrate von den mit rhDNase | inkubierten Proben gegenuber

den Kontrollen.
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Abb. 9: Detektionsrate von mit DNase | in einem Gewichtsverhéaltnis
von 1:10° bzw. 1:10° inkubierten abgetdteten E. coli in Serum mittels
PCR in %
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3.4.5 Inkubation von durch Antibiotika abget6teten E. coli mit rekombinanter

humaner DNase | in Tris-HCI-Puffer

Auch als der Versuch in Tris-HCI-Puffer wiederholt wurde, in dem die Aktivitat
der DNase | >10% mal héher ist als in Serum, zeigten die mit humaner, rekom-
binanter DNase | versetzten Proben gegenuber den Kontrollen keine signifikant
verringerte Detektionsrate in der PCR (Siehe Abb. 10).
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80%
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0% -
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Gewichtsrelation von DNA : rhDNase |

\l E. coli mit DNase O Kontrollen ohne DNase\

Abb. 10: Detektionsrate von mit DNase | in einem Gewichts-
verhdltnis von 1:10° bzw. 1:10° versetzten, abgetoteten
E. coli in Tris-HCI-Puffer mittels PCR in %
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Abschliel3end kann festgestellt werden, dass die humane DNase | in der Lage
ist die Detektionsrate freier E. coli DNA erst ab einer Gewichtsrelation von
1:10° bzw. die Detektionsrate der DNA von durch Cefotaxim abgetoteten E. coli
mittels PCR nicht einmal bei einer Gewichtsrelation von 1:10° signifikant zu ver-
ringern. Im Zusammenhang mit dem Ergebnis, dass nach dem Abtoten der E.
coli durch Antibiotika unterschiedlicher Wirkungsweise nur etwa 15 — 28% der
DNA freigesetzt wird und somit durch die humane DNase | abgebaut werden
kann, ergibt dies eine Verringerung der Detektierbarkeit von 10 E. coli /ml nach

Antibiotikagabe um maximal 20%.
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4 Diskussion

Im Hintergrund der Arbeit stand die Tatsache, dass die Blutkultur als der Gold-
standard fir den Nachweis von Bakteriamien gilt [32, 41]. Die Ergebnisse die-
ses diagnostischen Verfahrens sind jedoch nicht zufriedenstellend, ganz be-
sonders bei Patienten unter Antibiotikatherapie. Darby et al. [6] haben in einer
Studie mit Intensivpatienten, in der ca. 65% der Patienten bei Entnahme der
Kultur antibiotisch vorbehandelt waren, gezeigt, dass bei diesen Patienten der
Anteil an positiven Blutkulturen deutlich geringer ist (2,2%) als bei den unbe-
handelten Patienten (6,4%). Man muss also davon ausgehen, dass man mittels
Blutkultur einen wesentlichen Anteil an falsch-negativen Ergebnissen erhélt. Die
Ursache hierfur liegt darin, dass die Bakterien im Blut nach Antibiotikagabe oft
nicht mehr vermehrungsfahig sind und somit nicht durch kulturelle Verfahren
nachgewiesen werden koénnen. Hingegen konnen sich am Infektionsfokus
durchaus noch lebende Organismen befinden und weiterhin streuen. Aul3erdem
beschreiben Sparwasser et al. [30, 31], dass auch abgetttete Bakterien, bzw.
deren freigesetzte DNA eine immunstimmulierende Wirkung zeigt und zu einer

Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen fuhren kann.

Die PCR konnte fur den Fall, dass im Blut durch vorausgegangene Anti-
biotikagabe keine vermehrungsfahigen Bakterien mehr vorhanden sind, bereits
Vorteile gegenuber der Blutkultur aufweisen. So fanden Heininger et al. [11] in
einem Rattenmodell mit kinstlich provozierter E. coli-Bakteriamie nach Gabe
des Antibiotikums Cefotaxim in der PCR eine um 80% hohere Detektionsrate im
Vergleich zur Blutkultur. Bereits 15 Minuten nach Antibiotikagabe waren die
Keime mittels Kulturverfahren kaum mehr nachweisbar, die PCR war jedoch
noch in 100% der Proben positiv! Selbst 45 Minuten nach Antibiotikagabe konn-
te die PCR noch in Uber 50% den Keim sicher nachweisen. Ohne Anti-
biotikagabe wurde in diesem Rattenmodell eine dhnliche Sensitivitdt von PCR
und Blutkulturen ermittelt. Auch Zhang et al. [43] fanden bei der Detektion von

Streptococcus pneumoniae aus Vollblut mittels PCR im Vergleich zum Kultur-
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verfahren eine héhere Sensitivitat der PCR in den Féallen, in denen die Patien-
ten antibiotisch vorbehandelt waren.

Das Interesse galt bei dieser Arbeit in erster Linie dem Verbleib der bakteriellen
DNA, nachdem die Bakterien durch Antibiotika abgetttet worden waren. Die
Uberlegung war, welche Faktoren die PCR als Nachweismethode beeinflussen

und den Nachweis mittels PCR limitieren konnten.

Einer dieser Faktoren konnte die im Blut vorhandene DNase sein, ein DNA-
spaltendes Enzym, das eventuell in der Lage ist, bakterielle DNA so weit abzu-
bauen, dass diese nicht mehr mittels PCR nachzuweisen ist [24]. Da nur freige-
setzte, nicht mehr in der Bakterienhille geschiitzte DNA durch Enzyme abge-
baut werden kann, befasste sich ein Teil der Arbeit mit der Frage, welcher Pro-
zentsatz der DNA nach dem Abtoten der Bakterien durch Antibiotika freigesetzt
und so der Aktivitat der DNase ausgesetzt wird. Dieser war besonders interes-
sant, weil, wie oben erwahnt, Sparwasser et. al beschrieben hatten, dass allein
die freigesetzte, bakterielle DNA zu einer Aktivierung des Immunsystems und
schlie3lich zu einem toxischen Schock fiihren kann [30, 31]. In seiner Studie
injizierte er Mausen bakterielle DNA (10™-10% pg/ml). Eine deutliche Reaktion
des Immunsystems war ab einer DNA-Konzentration von 10 pg/ml festzustel-
len. Wenn man von einem mittleren DNA-Gehalt von 5 fg/E. coli ausgeht, ent-
spricht diese Menge der DNA von 2x10° E. coli/ml. Da jedoch, wie wir zeigen
konnte, nur 15-28% der bakteriellen DNA nach der Abtotung durch Antibiotika
freigesetzt wird, ware eine Bakterienlast von tiber 10* E. coli/ml nétig, um zu
einer deutlichen Reaktion des Immunsystems zu fuhren und diese wird bei Bak-
teriamien im klinischen Alltag selbst bei Kindern nicht erreicht [42]. Die héchste
beschriebene Bakterienlast wurde mit 10° Keimen/ml bei der durch

E. coli verursachten Sepsis bei Neugeborenen gefunden [42].

Die zweite Frage der Arbeit war, in welchem Verhaltnis DNA : DNase vorliegen

missen, damit es in der PCR zu einem negativen Ergebnis kommt. So sollte
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beurteilt werden, ob in der menschlichen Blutbahn die DNase Konzentration fir
eine Zerstdrung der DNA ausreicht.

4.1 Diskussion der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur

Der Wirkmechanismus beispielsweise der -Lactamantibiotika lauft Gber eine
Stérung der Zellwandsynthese [14]. In diesen Fallen ware es vorstellbar, dass
die Freisetzung der DNA durch Zelllyse ausgepragter ist als bei anderen Wirk-

stoffgruppen.

Bei den vier von uns verwendeten Antibiotika konnte ein geringer Unterschied
in der Auspragung der DNA-Freisetzung beobachtet werden, der aber unab-
hangig von der Storung der Zellwandsynthese war. Der grof3te Verlust wurde
bei dem Cephalosporin beobachtet (28,4%), gefolgt von dem Gyrasehemmer
(20,4%), dem Carbapenem (17,6%) und dem Aminoglycosid (14,8%). Cephalo-
sporin und Carbapenem gehoren beide zur Gruppe der pB-Laktamantibiotika, die
ihre Wirkung durch Hemmung der Zellwandsynthese entfalten [14]. Das Ami-
noglycosid bindet an die 30 S Untereinheit der 70 S Ribosomen und hemmt so
die Proteinbiosynthese [14]. Auch dieses schadigt die Zellwand. Nur der Gyra-
sehemmer hat keinen Einfluss auf die bakterielle Zellwand, sondern hemmt die
bakterielle DNA-Topoisomerase und verhindert so, dass die DNA ihre Quartar-
struktur annimmt [14]. Dennoch zeigt sich in unseren Versuchen hier eine
relativ hohe DNA-Freisetzung im Vergleich zu den anderen Antibiotika. Sie ist
demnach von Faktoren abh&ngig, die bisher nicht zu erkennen sind.

Es muss bei der Bewertung dieser Ergebnisse berucksichtigt werden, dass die
Konzentrationen der Antibiotika in unseren Proben relativ hoch lagen, um eine
100%ige Abtotung zu garantieren. Durch die hohen Antibiotika-Konzentrationen
hatte es zu einer ausgepragteren DNA-Freisetzung kommen kdnnen, als sie
unter in vivo Bedingungen vorkommen kann. Da aber trotz der relativ hohen
Konzentrationen in den Proben keine bedeutend héhere DNA-Freisetzung ge-
gentber den Kontrollen aufgetreten ist, ist es unwahrscheinlich, dass die DNA-
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Freisetzung im lebenden Organismus bei geringeren Antibiotika-
Konzentrationen hoher ist.

In anderen Studien wurde teilweise eine hdhere Freisetzung von DNA nach An-
tibiotikagabe festgestellt als in der vorliegenden Untersuchung. Walberg et al.
[35] untersuchte das Verhalten der E. coli-DNA nach Inkubation mit Cefazidim,
Ciprofloxacin und Gentamicin mittels Flowzytometrie. In diesem Vergleich zeig-
te sich der hochste DNA-Verlust bei Gentamicin, genaue quantitative
Angaben des DNA-Verlustes fehlen leider. In einer weiteren Studie zu diesem
Thema wurde bei Legionella pneumophila 3 h nach der Behandlung mit

Penicillin G ein Verlust von 50% der radioaktiv markierten DNA festgestellt [39].

Die GroRenordnung der DNA-Freisetzung kdonnte, abgesehen von dem Einfluss
der Antibiotika, auch von der Beschaffenheit der Zellwand des jeweiligen
Keimes abhéngig sein. Bakterienhillen kdénnen sehr verschieden aufgebaut
sein, sie unterscheiden sich unter anderem durch ihre Eigenschaften in der An-
farbbarkeit. Manche Bakterien, wie beispielsweise Klebsiellen, sind sogar in der
Lage, Kapseln zu bilden. Andere Keime kdnnen ausschliel3lich intrazellular le-
ben, wie etwa Rickettsien oder Clamydien, oder sie besitzen gar keine bak-
terientypische Zellwand, wie etwa die Mycoplasmen. Deshalb muss unser Er-
gebnis in erster Linie flr gramnegative Keime gelten. Es bleibt zu prifen, in wie
weit es auf den Nachweis von Keimen anderer Gruppen, auch Viren oder Pilze,

Ubertragbar ist.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die DNA selbst nach Antibiotikagabe zum
grof3ten Teil nicht freigesetzt und zerstort wird und so weiterhin fir die PCR als
Template zur Verfigung steht. Aul3erdem wurde deutlich, dass selbst die frei-
gesetzte bakterielle DNA nicht durch die im Serum normalerweise vorhandenen

DNasen abgebaut wird.
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Uber die Aktivitit der DNase | weiR man, dass sie in vitro in der Lage ist,
doppelstrangige DNA zu Tri- oder Tetradeoxynucleotiden zu spalten [18, 21, 22,
29]. Ebenso ist bekannt, dass therapeutisch applizierte, synthetisch hergestellte
Oligodeoxynucleotide in Sadugerserum rasch durch DNase | abgebaut werden
[7, 9]. Diese Aktivitdt der DNase | konnte in der vorliegenden Studie, was die
Spaltung von bakterieller DNA in Serum bzw. Tris-HCI-Puffer betrifft, nicht
bestétigt werden. Es ist ein Verhaltnis von DNA : rhDNase | von mindestens
1:10° nétig, um 30 pg bakterieller DNA so weit zu zerstéren, dass sie nicht mehr
mittels PCR nachzuweisen ist. Die Konzentration von DNase | im menschlichen
Serum betragt 3,2 ng/ml [24]. Das bedeutet, dass pro ml maximal 3,2 fg ge-
reinigte bakterielle DNA durch die DNase | abgebaut werden kénnen. Bei einem
mittleren DNA-Gehalt von 5 fg pro E. coli wirde demnach in 1,56 ml Serum die
DNA eines einzigen Keimes zerstort werden. Da nach unseren Ergebnissen
aber maximal 28% der bakteriellen DNA freigesetzt wird, ist die Beeintrachti-
gung von PCR Ergebnissen durch die DNase | noch geringer, wie unten an

einem klinischen Beispiel erlautert wird.

Diese scheinbar widersprtchlichen Ergebnisse uber die Aktivitat der DNase |
konnen folgendermal3en erklart werden: Erstens wird angenommen, dass im
Serum Faktoren vorliegen, durch welche die Aktivitat der DNase | gehemmt
wird, wie z. B. eine hohe Konzentration von Natrium oder G-Actin [24, 28].
Zweitens wurden Histonen-ahnliche-Proteine beschrieben, die in die DNA-
Struktur von Bakterien integriert werden und diese vor Zerstérung schitzen
[34]. Synthetisch hergestellte Oligonukleotide weisen keine derartigen Proteine
auf, wodurch sie im Serum schneller abgebaut werden kdnnen. Ihr therapeuti-

scher Einsatz wird durch diesen raschen Abbau begrenzt.

Was die Ergebnisse dieser Studie fur einen klinischen Fall bedeuten kénnen,
soll folgendes Beispiel verdeutlichen: Ein Patient hat eine E. coli-Bakteriamie
von etwa 10 Keimen pro ml, die bei dieser Bakterienlast sowohl mittels Kultur-
verfahren, als auch mittels PCR nachzuweisen sein musste. Es wird aber

bereits vor Entnahme der Blutkultur eine bakteriziden Menge Cefotaxim
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appliziert. Die Blutkultur wird nun mit hoher Wahrscheinlichkeit ein negatives
Ergebnis zeigen. Wie sieht es mit der PCR aus? Es wurde gezeigt, dass etwa
70% der DNA noch innerhalb der Bakterienhtllen liegt, geschutzt vor der Ein-
wirkung der im Serum vorhandenen DNase |. Das entspricht in diesem Fall
etwa der DNA von 7 Bakterien pro ml. Damit befinden wir uns noch innerhalb
der Nachweisgrenze der verwendeten E. coli-PCR ( 1-10 E. coli/ml ). Wie
gezeigt wurde wird aber selbst die freigesetzte DNA nur zu einem geringen An-
teil durch DNasen zerstort, so dass Antibiotikatherapie und DNasen gemeinsam
die Nachweisbarkeit von E. coli mittels PCR bei dieser Bakterienkonzentration
nur um etwa 20% beeintrdchtigen kénnen. Also ware die DNA von ca.
8 E. coli / ml noch vorhanden und der Keim waére trotz Antibiotikagabe mit hoher

Wahrscheinlichkeit mittels PCR nachzuweisen.

Die Bakterienkonzentration im Blut bei Sepsis liegt bei Kindern oft hoher als bei
Erwachsenen, es wurden Konzentrationen von tiber 100 CFU/ml nachgewiesen
[42]. Mit steigender Bakterienlast wird ein Nachweis mittels PCR immer
sicherer, da sowohl Antibiotika als auch DNasen die Detektionsrate immer
weniger beeinflussen kdnnen.

Schwierig wird es hingegen, wenn wir es mit einer sehr geringen Bakterienlast
von weniger als 1 CFU/ml zu tun haben, da hier die PCR an ihre Nachweis-
grenzen stoRt. Wie Klinisch relevant sind Bakteridmien mit ausgesprochen
geringer Bakterienlast? Kreger et al. [16] konnten zeigen, dass eine Relation
zwischen Ho6he der Bakterienlast und Mortalitdt besteht, nicht aber zwischen
Bakterienlast und Schwere der Grunderkrankung. Im Vergleich von Patienten
mit ahnlicher Grunderkrankung und gramnegativer Sepsis hatten diejenigen mit
einer Bakterienlast von >10 CFU/ml Blut eine deutlich schlechtere Prognose.
Whimbey et al. [40] untersuchte die Bakterienlast bei 15 Patienten mit Staphylo-
coccus aureus Sepsis, die von zentralen Venenkathetern ausging und fand eine
direkte Relation zwischen Bakterienlast und metastatischen Komplikationen:
6 von 7 Patienten mit >100 CFU/ml zeigten metastatische Komplikationen,
3 von ihnen starben. Von den 7 Patienten mit <10 CFU/ml entwickelte keiner



metastatische Komplikationen, sie Uberlebten. Der 15. Patient hatte 20 CFU/mI
und entwickelte keine Komplikationen.

Es wird hierbei deutlich, wie wichtig eine schnelle Diagnose ganz besonders bei
hohen Bakterienkonzentrationen von tber 10 CFU/ml ist. In diesen Bereichen
kann die PCR, wie wir gezeigt haben, sogar unter Antibiotikatherapie eine Bak-
teriamie mit hoher Sicherheit nachweisen.

4.2 Schlussfolgerung

In dieser Studie wurde gezeigt, dass die PCR eine vielversprechende Methode
zum Nachweis von Bakteriamien ist. Es darf aber nicht vergessen werden, dass
wir in unseren Versuchen mit einer fur E. coli spezifischen PCR gearbeitet
haben, die in einer vorherigen Studie etabliert worden war. Wenn man die PCR
hingegen im klinischen Alltag zur Suche nach Bakteriamien einsetzen will, dann
muss dies mit einer Breitspektrums-PCR geschehen, da in diesen Fallen der
Keim noch nicht bekannt ist und ein mdglichst grof3es Spektrum madglicher
Erreger erfasst werden soll. Hier tritt das Problem auf, dass diese ein groReres
Erregerspektrum abdeckende PCR wesentlich empfindlicher gegeniiber Verun-
reinigungen durch bakterielle DNA ist als eine keimspezifische PCR. Beispiels-
weise konnen Spuren der DNA von zur Produktion der rekombinanten Tag-
Polymerase eingesetzten Bakterien die PCR stéren, da jeder auch nur in

Spuren vorhandene Keim angezeigt werden soll.

Es konnte nachgewiesen werden, dass es nach Antibiotikagabe nur zu einer
geringen Freisetzung bakterieller DNA im menschlichen Blut kommt. Aul3erdem
wird freie DNA nur zu einem kleinen Anteil von im Serum vorliegenden DNasen
abgebaut. Diese geringe Freisetzung im Zusammenhang mit der hohen
Stabilitat bakterieller DNA im Blut kénnte eine vielversprechende Grundlage
sein fur eine ausfuhrliche Erprobung und schliel3lich die Etablierung der PCR
Technik als Ergadnzung der kulturellen Verfahren zum Nachweis von

Bakteriamien, ganz besonders nach Antibiotikagabe, im klinischen Alltag.
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5. Zusammenfassung

Die Blutkultur gilt als der Goldstandard zum Nachweis von Bakteriamien bei
septischen Krankheitsbildern, hat aber eine deutliche Schwachstelle, da sie bei
mit Antibiotika vorbehandelten Patienten oft falsch-negativ ausféllt. Fur diesen
Fall konnte die spezifische E. coli-PCR bereits ihre Starke gegentber der Blut-
kultur beweisen, da sie in der Lage ist, die Bakterien unabhangig von deren
Vermehrungsfahigkeit nachzuweisen. Dennoch konnten im Blut vorhandene
DNasen die bakterielle DNA nach Lyse des Bakteriums spalten und so zu ei-
nem falsch-negativen PCR-Ergebnis fuhren. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstens durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht, welcher Anteil der
bakteriellen DNA aus der Bakterienhille freigesetzt wird, nachdem diese
Bakterien durch Antibiotika abgetdtet wurden. Der DNA-Verlust betrug nur
14,8% - 28,4%, der grolRere Teil der DNA blieb vor dem Angriff von im Serum
vorhandenen DNasen geschitzt in der Bakterienhille. Zweitens wurde die
Bedeutung von DNasen fir das Auftreten von falsch-negativen PCR-
Ergebnissen tberprift. Es wurden sowohl gereinigte E. coli-DNA als auch durch
Antibiotika abgetottete E. coli in Serum mit rekombinanter humaner DNase | in
steigender Konzentration inkubiert und anschlieend in eine E. coli-spezifische
PCR eingesetzt. Der Versuch wurde auf3erdem in einem Tris-HCI-Puffer an
Stelle des Serums durchgefiihrt, der optimale Bedingungen fir die DNase-
Aktivitat schafft. Das Ergebnis zeigt, dass die freie bakterielle DNA im Serum
sehr stabil ist. Erst bei einer Gewichtsrelation der DNA : DNase von 1 : 10°
wurde eine signifikante Abnahme der positiven PCR-Ergebnisse festgestellt.
Bei den abgetdteten E. coli konnte die DNase die positiven PCR-Ergebnisse
selbst bei einer Gewichtsrelation der DNA : DNase von 1 : 10° nicht signifikant
vermindern (p>0,05). Diese Ergebnisse zeigen, dass nach dem Abttten der
Bakterien durch Antibiotika sowohl die Freisetzung der bakteriellen DNA als
auch die DNase-Aktivitdt im Serum zu gering sind, um die Aussagekraft der

PCR beim Nachweis von Bakteriamien zu beeintrachtigen.
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