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1 EINLEITUNG

1.1 Zystische Fibrose

Mit einer Inzidenz von 1: 2.500 Lebendgeburten ist die Zystische Fibrose (Cystic
fibrosis, CF, Synonym: Mukoviszidose) die hdufigste schwerwiegende autosomal
rezessiv vererbte Stoffwechselkrankheit der kaukasischen Bevolkerung [24]. 1989
wurde das die Krankheit verursachende Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 7
entdeckt und sein Proteinprodukt analysiert. Dabei handelt es sich um ein
Transmembranprotein, das sogenannte ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator* Protein (CFTR), das einen Chloridionenkanal bildet [93], der an der apikalen
Seite von Epithel- und Driisenzellen nachgewiesen werden kann [103]. Die mit 70%
hiufigste Mutation ist die Deletion eines einzelnen Codons (AFss), welches fiir
Phenylalanin codiert [24]. Durch diesen Defekt werden die Proteine wihrend ihrer
Bildung falsch gefaltet, deshalb von zelluldren Strukturen als fremd erkannt und, anstatt
an die Plasmamembran transportiert zu werden, abgebaut [127]. Die Folge ist ein
pathologischer Ionenfluss [75], der dazu fiihrt, dass alle exokrinen Driisen im Kdorper

ein dehydriertes und viskdses Sekret absondern.

CF manifestiert sich hauptsidchlich an Pankreas, Schweilldriisen, Samenleitern und
Lungen, wobei sich die Lungenbeteiligung lebenslimitierend auswirkt und 90% der
Patienten verfriiht sterben [127]. Durch Sekret-Retention kommt es im Respirationstrakt
zu chronisch-bakteriellen Infektionen und persistierenden Entziindungen, deren Folge
ein zystisch-fibrotischer Umbau des Lungenparenchyms mit Bronchiektasen- und
Atelektasenbildung ist. Die Lungenfunktion nimmt ab, und die meisten Patienten

sterben schlieBlich an zunehmender Ateminsuffizienz [24].

1.2 Bakterielle Lungeninfektion bei CF

Zu den hdufigsten und bekanntesten opportunistischen Erregern bei CF gehoren die
fakultativen Anaerobier Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa [31, 38],
wobei mit zunehmendem Alter der Patienten chronische Lungeninfektionen mit

P. aeruginosa dominieren [62]. Durch endemieartiges Auftreten und den in einigen



Fillen foudroyanten klinischen Verlauf gewinnt auch die Infektion mit
Burkholderia cepacia in den letzten Jahrzehnten zunehmend an Bedeutung [54, 115].
Der Mechanismus, durch den der genetische Defekt im CFTR zur chronischen
Lungeninfektion fiihrt, konnte bis jetzt noch nicht eindeutig gekldrt werden. Verkman
et al. [125] fasst in einem Ubersichtsartikel die unterschiedlichen Hypothesen, die sich
zum Teil ergidnzen, aber auch kontrovers diskutiert werden, folgendermaflen zusammen:
Nach Smith et al. fiihrt eine erhdhte Kochsalzkonzentration des Fliissigkeitsfilms auf
der Oberfliche der Luftwege (ASL, Airway Surface Liquid) in CF-Lungen zur
Inaktivierung von endogenen antimikrobiellen Substanzen wie zum Beispiel Defensinen
[108]. Aufgrund von neueren Untersuchungen in vivo [61], in Zellkulturmodellen [75]
und in Tiermodellen [77] muss man jedoch davon ausgehen, dass sich die
Kochsalzkonzentration der ASL bei CF-Patienten nicht von derjenigen bei Gesunden
unterscheidet. In einer Hypothese von Coakley et al. wird behauptet, dass durch eine
gestorte Bikarbonatabsorption der pH-Wert der ASL stark erniedrigt und dadurch die
mukozilidire Clearance vermindert wird [15]. Singh et al. postulieren einen
Zusammenhang zwischen dem sauren pH in der ASL und einem verstirkten
Bakterienwachstum mit der Ausbildung eines dichteren Biofilms, der die Funktion der
Abwehrzellen beeintrachtigt [107]. Nach Matsui et al. fiihrt der Defekt im CFTR zur
Volumenreduktion der ASL [75], so dass das viskose Sekret wiederum die mukozilidre
Clearance behindert und Bakterienadhédrenz erleichtert wird [8]. Im Gegensatz dazu
erklart Jayaraman et al. die Volumenabnahme und Viskositidtserhohung der ASL mit
einer gestorten Fliissigkeitssekretion der submukodsen Driisen des Respirationsepithels
[56]. SchlieBlich zeigten Worlitzsch et al. 2002, dass der Sauerstoffgehalt des ASL stark
vermindert ist, wodurch im anaeroben Milieu die Bildung eines Biofilms von
P. aeruginosa induziert und dadurch die Elimination der Bakterien verhindert wird

[131].

Bakterien konnen sowohl in Form planktonischer Zellen als auch in Form des
sogenannten Biofilms vorkommen [20, 84]. Der Biofilm ist definiert als ein bakterieller
Zellverband, der strukturiert und von einer Matrix umgeben ist, die biochemisch
vorwiegend aus Exopolysacchariden (EPS) besteht [20]. Er ermoglicht es den
Bakterien, an Oberfldchen zu adhirieren und dort zu wachsen [21]. Zusitzlich gewéhrt

er Schutz vor antimikrobiellen Substanzen [3, 46, 112] und den korpereigenen



Abwehrmechanismen polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN) [45] und
spielt damit als Virulenzfaktor eine entscheidende Rolle im Pathomechanismus
chronischer Infektionen bei CF [35]. Sowohl bei P. aeruginosa [76] und S. aureus als
auch bei B. cepacia [11, 13, 113] wird eine EPS-Bildung beschrieben. Das EPS von
P. aeruginosa wurde als Alginat bekannt und besteht aus Polyuronsdurekomplexen
[105]. Die EPS von S. aureus und S. epidermidis, deren Synthese vom ica-Genlocus
(intercellular adhesion) gesteuert wird [22, 40], werden als PIA (polysaccharid
intercellular adhesin; B-1,6-N-acetylglucosaminoglycan) bezeichnet [69, 79]. Bei
B. cepacia wurde zundchst vermutet, dass die EPS-Produktion ein vereinzelt
auftretendes Phdnomen sei [35]. Erst kiirzlich ergaben sich Hinweise darauf, dass der
Grofiteil verschiedener B. cepacia-Stimme in der Lage ist, EPS auszubilden [91].
Cescutti et al. bestimmten die chemische EPS-Komposition des B. cepacia-Stammes
IST 408 [13], einem starken EPS-Produzenten, der aus einem portugiesischen
CF-Patienten isoliert wurde [91]. Beim Vergleich der chemischen Zusammensetzung
des EPS des IST 408 mit den EPS-Kompositionen anderer klinischer B. cepacia-Isolate
aus CF-Zentren in Portugal [13], Frankreich [12], GroBbritannien [2] und den USA [94]

stellte sich heraus, dass sie sich sehr dhnelten [13, 92].

Schon seit ldngerem ist bekannt, dass Bakterien unter ungiinstigen Umweltbedingungen
iiberleben konnen, indem sie iiber Regulatorgene ihr Virulenzverhalten und ihren
Phéinotyp dndern [81]. Daher wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen lokalen
Umweltbedingungen in CF-Lungen und dem phénotypischen Verhalten von S. aureus
herauszufinden. Es zeigte sich, dass S. aureus das in vitro ausgebildete
Kapselpolysaccharid CP5 in CF-Lungen nicht exprimiert und dass in vitro durch hohe
CO,-Konzentrationen die CP5-Bildung negativ reguliert werden kann [43]. Kurze Zeit
spater wurde durch Mc Kenney et al. nachgewiesen, dass S. aureus in CF-Lungen
vermehrt PTA bildet [79]. Crampton et al. untersuchten das Wachstum von S. aureus
und S. epidermidis unter anaeroben Bedingungen in vitro und stellten fest, dass dadurch
die Ausbildung von PIA induziert und auf genetischer Ebene die Transkription der ica-
Gene durch Sauerstoff reguliert wird [23]. Auch in vitro Untersuchungen an
P. aeruginosa  zeigten, dass die Alginatproduktion durch unterschiedliche
umweltbedingte Stressfaktoren wie Anaerobiosis [39], Temperatur [99], H,O, [74] oder

Osmose [30] induziert werden kann. Fiir das Verstdndnis des Pathomechanismus der



chronischen Infektion bei CF konnte allerdings nachgewiesen werden, dass einige
dieser Faktoren nur eine untergeordnete Rolle spielen, da zum Beispiel die
H,0,-Konzentration in Atemkondensaten von CF-Patienten und von Gesunden keine
signifikanten Unterschiede aufweist [130]. Daher kommt H,O; als mdglicher Faktor fiir
die Ausbildung des mukoiden Phinotyps von P. aeruginosa in CF-Patienten nicht in
Frage. Im Gegensatz dazu konnte durch Messungen mittels einer Sauerstoffsonde in
vitro gezeigt werden, dass der Sauerstoffpartialdruck in der ASL der Atemwege von
CF-Patienten stark reduziert ist [131]. Neuere Untersuchungen bestitigen
elektronenmikroskopisch in vivo, was zuvor bereits an S. aureus demonstriert wurde
[118]. Auch P. aeruginosa bindet sich vermehrt an Mucine und ordnet sich daher in den
Mukusplaques der Atemwege in CF-Lungen in Form sogenannter Makrokolonien an
[131] und wird nicht, wie zuvor angenommen, durch Rezeptoren [25, 53] an das
Respirationsepithel gebunden. Aufgrund dieser Beobachtungen wird postuliert, dass
fakultativ anaerobe Bakterien wie P. aeruginosa und S. aureus in die intraluminalen
mukopurulenten Massen einwandern, dort durch die lokale Anaerobiosis ihren
Phinotyp dndern, Biofilm bilden, somit vor den Abwehrmechanismen der PMNs und
der Wirkung antimikrobieller Substanzen geschiitzt sind und so zur chronischen

Lungeninfektion bei CF fithren [131].

1.3 Burkholderia cepacia

Das gramnegative Stabchenbakterium B. cepacia wurde 1950 zum ersten Mal von dem
amerikanischen Mikrobiologen Walter Burkholder als Ursache einer Zwiebelfdule
(Zwiebel lat.: cepa) beschrieben [9]. Urspriinglich zdhlte man diesen Organismus zur
Familie der Pseudomonaden, bis Taxonomisten 1992 aufgrund geno- und
phinotypischer Charakterisierungsstudien deutliche Unterschiede zu den Pseudomonas
spp. feststellten und P. cepacia und andere Pseudomonaden in der neuen Familie
Burkholderia, mit der Referenzspezies B. cepacia, zusammenfassten [32, 119, 132,
133]. Wegen ihrer genotypischen Vielfalt wird die Spezies Burkholderia cepacia
heutzutage als ein aus verschiedenen sogenannten Genomovaren bestehender Komplex,
der sogenannte B. cepacia-Komplex (B. cepacia complex, BCC) [120], betrachtet, der
vereinfachend B. cepacia genannt wird. Bislang konnten zehn unterschiedliche

Genomovare identifiziert werden [16, 17, 122, 123, 124, Genomovar X miindliche



Mitteilung von Prof. Dr. Peter Vandamme], wobei bei CF-Patienten am héiufigsten
Stamme der Genomovare I (B. multivorans) [123] und I (B. cepacia) [67] isoliert

wurden.

Der iiberwiegend in feuchter und erdiger Umwelt lebende pflanzenpathogene Keim
verbreitete in den letzten zwei Jahrzehnten unter CF-Patienten aus mehreren Griinden
zunehmende Besorgnis [36]. So wurde erstmals in den achtziger Jahren von einigen
CF-Zentren in Nordamerika ein endemieartiges Auftreten von B. cepacia-Infektionen
berichtet [54, 116]. Im Gegensatz zu P. aeruginosa und S. aureus kommt es bei
B. cepacia neben dem chronischen Infektionsverlauf, der entweder mit keiner oder mit
einer langsamen Verschlechterung der Lungenfunktion einhergeht [34, 90, 106], in 20%
der Fille zu einer akut verlaufenden nekrotisierenden Pneumonie mit Sepsis
(sogenanntes B. cepacia-Syndrom) [54]. Dabei scheint der Verlauf der Infektion zum
einen durch die Virulenz des jeweiligen B. cepacia-Stammes und zum anderen von
individuellen Faktoren des betroffenen CF-Patienten bestimmt zu sein [34]. Obwohl
von zahlreichen klassischen Virulenzfaktoren, darunter Haemolysine [51], Proteasen
[1], Lipasen [36], Katalasen [110], Endotoxine [49], Lipopolysaccharide (LPS) [134]
und EPS [91], bei B. cepacia berichtet wurde, konnten die Mechanismen, durch die
B. cepacia zur chronischen und akuten Lungeninfektion fiihrt, bislang noch nicht
eindeutig geklart werden [101]. Anhand von Beobachtungen, dass B. cepacia in vitro
Biofilm bildet, wurde vermutet, dass B. cepacia in der ASL in Form von
Makrokolonien aggregiert und so zu einer chronischen Lungeninfektion flihrt [14, 48,
83]. Intraluminal lokalisierte B. cepacia-Makrokolonien konnten bislang in vivo noch
nicht nachgewiesen werden, jedoch zeigten Schwab et al. durch in vitro Experimente,
dass B. cepacia unter anaeroben Bedingungen in der ASL von CF-Patienten iiberleben
kann [100]. Auf der anderen Seite wurde von verschiedenen Autoren vermutet, dass
B. cepacia durch seine Fahigkeit, in das Respirationsepithel zu penetrieren und in
Makrophagen zu tiberleben, in der Lage ist, eine Bakteridmie auszulosen [10, 59, 73,
95]. In immunhistologischen Untersuchungen an Lungengewebe von CF-Patienten, die
an einem B. cepacia-Syndrom verstarben, konnte B. cepacia zwischen den Zellen des
Respirationsepithels lokalisiert werden [96]. In einem weiteren in vitro Experiment an
hochdifferenziertem humanen Respirationsepithel wurde im Gegensatz dazu gezeigt,

dass sowohl Biofilm-bildende B. cepacia-Stamme als auch Stimme, die keinen Biofilm



ausbilden, in das Respirationsepithel penetrieren kdnnen, dabei jedoch unterschiedliche
Wege benutzen [101]. Experimente, die den Einfluss von Anaerobiosis auf die EPS-

Produktion bei B. cepacia untersuchen, wurden bislang noch nicht durchgefiihrt.

Das gehdufte Auftreten von Kontaktinfektionen mit B. cepacia zwischen CF-Patienten
[34, 63, 86] oder zwischen CF-Patienten und Krankenhauspersonal [29, 114] war neben
dem besonderen Infektionsverlauf ein weiterer Grund dafiir, dass einige CF-Zentren
B. cepacia-positive CF-Patienten isolierten [37, 126]. Dariiber hinaus erwies sich
B. cepacia als ein gegen Antibiotika multiresistenter Erreger [88, 106], der sogar in der
Lage ist, Penicillin G zu metabolisieren [5] und in Desinfektionsmitteln zu {iberleben
[109]. Aus den oben genannten Tatsachen wird deutlich, dass die Diagnose einer
Infektion mit B. cepacia aufgrund der klinischen, sozialen und psychologischen Folgen
fiir die betroffenen CF-Patienten rasch und zuverléssig gestellt werden sollte. Aufgrund
seiner geno- und phénotypischen Vielfalt konnte bislang kein Verfahren entwickelt
werden, das diese Kriterien erfiillt. Bei der Verwendung der {iblichen kommerziellen
Testverfahren [41, 60, 80, 104, 121] oder Selektivmedien [42] wurde in mehreren
Fillen B. cepacia filschlicherweise identifiziert oder iibersehen [41, 60, 80, 104, 121].
Um eine eindeutige Zuordnung von Bakterien zu dem B. cepacia-Komplex und seinen
verschiedenen Genomovaren zu garantieren, muss bislang auf eine aufwendige
Kombination verschiedener molekulargenetischer Methoden zuriickgegriffen werden
[Ubersichtsartikel siehe 19]: Dazu ziihlen Sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide-Gel-
Elektrophorese von Ganz-Zell-Proteinen (SDS-PAGE of whole-cell proteins) [123],
Ganz-Zell-Fettsdure-Analyse (whole-cell fatty acid analysis) [124], Polymerase-Ketten-
Reaktion (polymerase chain reaction (PCR), Restriktions-Fragment-Lingen-
Polymorphismus-Fingerabdruck  (restriction  fragment length  polymorphism
fingerprinting) von 16S rDNA oder von dem recA4 Gen [4, 72, 78] und Amplifizierter-
Fragment-Léangen-Polymorphismus-Fingerabdruck (AFLP) [18]. Aus diesen Griinden
ist die Etablierung eines schnellen, klinisch anwendbaren und zu 100% verldsslichen

Nachweisverfahrens wiinschenswert.



1.4 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Antiserum, das aus gereinigtem EPS des
B. cepacia-Stammes IST 408 hergestellt wurde (BC408-Antiserum), auf seine Spezifitit
hin getestet, B. cepacia zu identifizieren. Hierzu wurden 102 B. cepacia-Stamme aus
allen bisher identifizierten Genomovaren mittels immunfluoreszenzmikroskopischer
Methoden auf ihre Reaktion mit dem BC408-Antiserum untersucht. Um neue
Kenntnisse iiber den Einfluss von anaeroben Wachstumsbedingungen auf den Phénotyp
von B. cepacia zu gewinnen, wurde die Stirke der Immunfluoreszenz bei in der
Literatur als ,,invasiv* und ,,nicht-invasiv* beschriebenen B. cepacia-Stimmen mit Hilfe
des BC408-Antiserums untersucht. Dabei sollte gleichzeitig gepriift werden, ob ein
Zusammenhang zwischen den phénotypischen Verdnderungen unter anaeroben

Wachstumsbedingungen und der Invasivitit von B. cepacia besteht.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Bakterien

Es wurden 117 verschiedene B. cepacia-Staimme (Tabelle 1) und B. cepacia-positives
Sputum untersucht. Das Sputum stammte von einem 14-jdhrigen ménnlichen
CF-Patienten und wurde zur Durchfithrung der Experimente freundlicherweise von
Prof. Dr. Ratjen, Kinderklinik der Universitdit Essen, iiberlassen. Die
Kontrollexperimente wurden mit S. aureus-, Streptococcus pneumonia- und

P. aeruginosa-Stammen durchgefiihrt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Verwendete Bakterien-Stimme

Nr. Spezies Stamm Genomovar Virulenz Literatur
1. B. cepacia R-13060 I - -

2. B. cepacia R-15565 I - -

3. B. cepacia LMG 17993 I - -

4. B. cepacia R-1901 I - -

5. B. cepacia R-663 I - -

6. B. cepacia R-734 I - -

7. B. cepacia LMG 19589 I - -

8. B. cepacia LMG 18821 I invasiv [72]
9. B. cepacia R-13052 II invasiv [26]
10. B. cepacia LMG 17567 II nicht-invasiv -
11. B. cepacia LMG 16775 II nicht-invasiv -
12. B. cepacia R-18189 11 nicht-invasiv [58]
13. B. cepacia R-14500 II invasiv [102]
14. B. cepacia R-12964 II invasiv -
15. B. cepacia R-13075 II invasiv [102]
16. B. cepacia LMG 16660 II invasiv [72, 129]
17. B. cepacia LMG 18825 II invasiv [72, 82]
18. B. cepacia R-1446 II nicht-invasiv [111]
19. B. cepacia R-1451 II nicht-invasiv [111]
20. B. cepacia R-6292 II nicht-invasiv -




Nr. Spezies Stamm Genomovar Virulenz Literatur
21. B. cepacia LMG 18822 II nicht-invasiv [72, 111]
22. B. cepacia R-731 II nicht-invasiv [111]
23. B. cepacia R-15925 II nicht-invasiv -
24. B. cepacia R-922 III nicht-invasiv [58]
25. B. cepacia R-10269 III invasiv [26]
26. B. cepacia LMG 13013 III invasiv [26]
27. B. cepacia R-13130 III invasiv -
28. B. cepacia R-14086 III invasiv -
29, B. cepacia LMG 18828 I invasiv [71,72, 111]
30. B. cepacia R-1471 III invasiv [71, 111]
31. B. cepacia R-15291 III invasiv -
32. B. cepacia R-4194 I invasiv -
33. B. cepacia LMG 18829 III invasiv [66, 72]
34. B. cepacia LMG 18830 III invasiv [71,72]
35. B. cepacia R-9932 I invasiv -
36. B. cepacia LMG 16656 III invasiv [34, 72]
37. B. cepacia LMG 16659 11 invasiv [72, 106]
38. B. cepacia LMG 16658 I invasiv -
39. B. cepacia LMG 16654 III invasiv [33, 72]
40. B. cepacia R-10965 III nicht-invasiv [111]
41. B. cepacia R-1445 III nicht-invasiv [111]
42. B. cepacia R-1448 III nicht-invasiv [111]
43. B. cepacia R-1449 I nicht-invasiv [111]
44. B. cepacia R-6116 III nicht-invasiv [111]
45. B. cepacia R-655 III nicht-invasiv [111]
46. B. cepacia R-9504 III nicht-invasiv -
47. B. cepacia LMG 14939 III nicht-invasiv [26]
48. B. cepacia R-14483 v - -
49. B. cepacia R-14528 v - -
50. B. cepacia R-16919 v - -
51. B. cepacia R-3338 v - -
52. B. cepacia R-4024 v - -




Nr. Spezies Stamm Genomovar Virulenz Literatur
53. B. cepacia LMG 18140 v - -
54. B. cepacia LMG 18833 v - -
55. B. cepacia LMG 14294 v nicht-invasiv [26]
56. B. cepacia R-10106 \'% - -
57. B. cepacia R-15822 v - -
58. B. cepacia R-16532 \% - -
59. B. cepacia R-18190 \'% - -
60. B. cepacia R-723 v - -
61. B. cepacia R-9903 \'% - -
62. B. cepacia R-15274 \'% invasiv -
63. B. cepacia R-5143 \'% nicht-invasiv -
64. B. cepacia R-10358 VI - -
65. B. cepacia R-15304 VI - -
66. B. cepacia LMG 21443 VI - -
67. B. cepacia R-2879 VI - -
68. B. cepacia R-4055 VI - -
69. B. cepacia R-4227 VI - -
70. B. cepacia LMG 19468 VI - -
71. B. cepacia LMG 18944 VI invasiv [65]
72. B. cepacia R-10028 VII - -
73. B. cepacia LMG 19466 VIl - -
74. B. cepacia R-12629 VIl - -
75. B. cepacia R-13370 VII - -
76. B. cepacia R-14258 VIl - -
77. B. cepacia R-14272 VIl - -
78. B. cepacia R-5140 VIl - -
79. B. cepacia R-6630 VII - -
80. B. cepacia R-11753 VI - -
81. B. cepacia R-11758 VI - -
82. B. cepacia R-13393 VI - -
83. B. cepacia LMG 20980 VI - -
84. B. cepacia R-4190 VI - -
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Nr. Spezies Stamm Genomovar Virulenz Literatur

85. B. cepacia LMG 20982 VI - -
86. B. cepacia LMG 20983 VI - -
87. B. cepacia R-9942 VI - -
88. B. cepacia R-10724 IX - -
9. B. cepacia R-12639 X - -
90. B. cepacia R-13061 IX - -
91. B. cepacia R-13540 IX - -
92. B. cepacia R-13543 IX - -
93. B. cepacia R-13544 IX - -
94. B. cepacia R-14497 IX - -
95. B. cepacia R-1904 IX - -
96. B. cepacia R-5630 X - -
97. B. cepacia R-5631 X - -
08. B. cepacia R-11767 X - -
99. B. cepacia R-11768 X - -
100. B. cepacia R-17384 X - -
101. B. cepacia R-17385 X - -
102. B. cepacia LMG 20358 X - -
103. B. cepacia IST 401 - - .
104. B. cepacia IST 408 - - [91]
105. B. cepacia IST 410 - - .
106. B. cepacia IST 450 - - -
107. B. cepacia ATCC 17759 - - -
108. B. cepacia ATCC 17765 - - -
109. B. cepacia ATCC 17616 - - -
110. B. cepacia ATCC 25416 - - -
111. B. cepacia P1 - - .
112. B. cepacia P2 - - .
113. B. cepacia P3 - - B
114. B. cepacia P4 - - .
115. B. cepacia P5 - - B
116. B. cepacia P6 - - B
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Nr. Spezies Stamm Genomovar Virulenz Literatur

117. B. cepacia P7 - - _
118. S. aureus ATCC 35556 - - -
1109. S. aureus Reynolds - - -
120. S. aureus 8325-4 - - -
121. S. aureus DU1090 - - -
122. S. aureus MRSAL1 - - -
123. S. aureus MRSA3 - - -
124. S. aureus MRSAS - - -
125. S. aureus MRSA6 - - -
126. S. aureus GT2 - - -
127. S. aureus GT36 - - -
128. S. aureus GT54 - - -
129. S. aureus SA 2° - - -
130. S. aureus SA 7 - - -
131. S. aureus SA 13 - - -
132. S. aureus SA 18 - - -
133. S. pneumoniae ATCC 27336 - - -
134. S. pneumoniae ATCC 6303 - - -
135. P. aeruginosa PA 01 - - [47]
136. P. aeruginosa PA 15 - - B
137. P. aeruginosa PA 21 - - B
138. P. aeruginosa PA 35 - - B
139. P. aeruginosa PA 50 - - B
140. P. aeruginosa PA 51 - - B
141. P. aeruginosa PA 54 - - B
142. P. aeruginosa PA 60 - - B
143. P. aeruginosa PA 61 - - B
144. P. aeruginosa PA 62 - - B
145. P. aeruginosa PA 63 - - B
146. P. aeruginosa PA 64 - - B
147. P. aeruginosa PA 65 - - B

Die mit ,,R* bzw. ,,LMG* (Laboratorium Microbiologie Ghent) gekennzeichneten B. cepacia-Stimme
(Nr. 1-102) wurden zur Durchfiihrung der Experimente freundlicherweise von Prof. Dr. Peter Vandamme
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(Mikrobiologisches Institut der Universitit Gent, Belgien) zur Verfiigung gestellt. Die Stimme wurden
sowohl aus Umweltproben als auch aus Patientensputum isoliert und von Prof. Dr. Peter Vandamme
genotypisiert. Im Unterschied zu den R-Stimmen befinden sich die LMG-Stimme auch in der BCCM
(Belgium Coordinated Collections of Microorganisms) und konnen, ebenso wie die B. cepacia-ATCC-
Stdmme (American Type Culture Collection, Manassas, Nr. 107-110), fiir wissenschaftliche Zwecke
kduflich erworben werden. Die B. cepacia-IST-Stimme (Instituto Superior Técnico, Nr. 103-106
Patientenisolate) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Jorge H. Leitdo (Instituto Superior Técnico,
Lissabon, Portugal) und die B. cepacia-P-Stimme (Nr. 111-117 Patientenisolate) von Dr. Graziana
Manno (CF-Zentrum, Genua, Italien) zur Verfiigung gestellt. Mittels der Charakterisierung der Stimme in
den Literaturangaben erfolgte die Einteilung in ,,invasive* bzw. ,nicht-invasive* B. cepacia-Stimme. Die
Kontrollexperimente wurden mit S. aureus-Stimmen (Nr. 118-121 Laborstimme, Nr. 122-132
Patientenisolate), S. pneumoniae-Staimmen (Nr. 133 und 134 Laborstdmme) und P. aeruginosa-Stimmen
(Nr. 135-147 Patientenisolate) durchgefithrt und wurden vom Institut fiir Allgemeine Hygiene und
Umwelthygiene der Universitdt Tiibingen zur Verfiigung gestellt. Keine Angaben (-).

2.2 Bakterienanzucht

2.2.1 Medien

2.2.1.1 TSB/PBS + 1% Glucose

Zur Herstellung des Fliissigmediums wurden 15g TSB (Tryptone Soy Broth, Oxoid Ltd,
Basingstoke, England) in 500 ml einfachem PBS (20-fache Stammlésung pH=7,4:
85 g NaCl (Natriumchlorid, MERCK, Darmstadt, Deutschland), 14,23 g Na,HPOj, ¢
12 H,O (Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat, MERCK) und 1,35 g KH,PO4
(Kalium-dihydrogenphosphat, MERCK) in 500 ml destilliertem Wasser (Aqua. dest.))
gelost und anschlieBend bei 121°C autoklaviert (Autoklav, KSG, Olching,
Deutschland). Danach wurden 5 g Glucose (D(+)-Glucose-Monohydrat, MERCK) in
15 ml Aqua. dest. gelost und durch einen sterilen Filter (Millex-GS 0,22 um, Millipore,
Molsheim, Frankreich) zugegeben.

2.2.1.2 S-Medium

Um die EPS-Produktion der Bakterien maximal zu stimulieren, wurde ein spezielles
Néhrmedium mit einem hdoheren Glucosegehalt eingesetzt. Es konnte sowohl in
fliissiger als auch in Form von Néhrboden zur Bakterienanzucht verwendet werden. Fiir
die Herstellung der Nahrboden (S-Platten) wurden in 1000 ml Aqua. dest. gelost: 12,5 g
Na;HPO412H,0, 3 g KH,PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat, MERCK), 1 g K;SO4
(Potassium Sulfate, Sigma, St. Louis, USA), 1 g NaCl, 20g Bacto'™ Agar (Becton
Dickinson, Sparks, USA), 1 g Bacto'™ Casamino Acids (Becton Dickinson) und 1 g
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Bacto™ Yeast Extract (Becton Dickinson). Nach dem Autoklavieren wurden 5 ml aus
einer steril filtrierten 100-fachen Stammlosung (20 g Mg SO4¢7H,0 (Magnesiumsulfat,
MERCK), 1 g CaCL*H,O (Calciumchlorid-2-hydrat, MERCK), 0,1 g FeSO4*7H,0O
(Eisen(II)-sulfat-Heptahydrat, MERCK) in 500 ml Aqua. dest. gelost) zugefligt. Dann
wurden 20 g Glucose in 60 ml Aqua. dest. gelost, steril filtriert und ebenfalls
zugegeben. AnschlieBend wurde zum GieBen der Nihrboden das Medium in einem
60°C heilen Wasserbad (FRYKA THERM FT-800) warmgestellt. Pro sterile
Gewebekulturschale (Greiner Labortechnik, Niirtingen, Deutschland) wurden mit einer
sterilen Einmalpipette (Corning, New York, USA) 20 ml S-Medium entnommen und
damit deren Boden bedeckt. Es war zu beachten, dass bei diesem Vorgang keine Blasen
entstanden. Die zuletzt gegossene Platte einer Fraktion wurde eine Nacht bei 37°C
bebriitet und diente als Wachstumskontrolle. Waren die S-Platten erkaltet, wurden sie
beschriftet, in Plastikbeutel verpackt und konnten 2-3 Wochen im Kiihlschrank (Bosch,
Deutschland) bei 4°C bis zu ihrer Verwendung gelagert werden. Die Herstellung des
fliisssigen S-Mediums erfolgte nach dem gleichen Verfahren, jedoch ohne die Zugabe
von 20 g Bacto'™ Agar. Nach dem Autoklavieren war das fliissige Medium bis zu

einem Monat in Glasflaschen haltbar.

2.2.2 Aerobe und anaerobe Bakterienanzucht

Um aerobe Fliissigkulturen (Ubernachtkulturen) zu erhalten, wurden die Bakterien
entweder in TSB/PBS + 1% Glucose oder in fliissigem S-Medium angeziichtet. Hierzu
wurden sterile Glasrohrchen (Vetter, Ammerbuch, Deutschland) mit 5 ml Medium
befiillt und mit einer Einzelkolonie einer Blutagarplatte angeimpft. Die Glasrhrchen
wurden mit einem luftdurchldssigen sterilen Wattepfropfen verschlossen und im
Schiittelbrutschrank (INFORS AG, Bottmingen, Schweiz) bei 37°C und 230 RPM
(Riittelungen pro Minute) eine Nacht lang aerob bebriitet. Die aerobe Bakterienanzucht
auf Néahrboden erfolgte ebenfalls bei 37°C. Zur Beurteilung der Bakterienmorphologie
und zur Gewinnung von Einzelkolonien, mit denen weitere Platten oder Fliissigmedien
angeimpft werden konnten, wurden Blutagarkulturen hergestellt. Dazu wurden
Blutagarplatten (Columbia-Blutagar, heipha, Heidelberg, Deutschland) fraktioniert
beimpft und die Bakterien 1-2 Tage bebriitet. Die Bakterien auf Blutagarplatten konnten
in Parafilm-Folie verpackt eine Woche im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt werden. Fiir
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die Anzucht auf der zur Stimulation der EPS-Produktion hergestellten S-Platten wurden
einzelne Kolonien der Blutagarplatten auf diese S-Platten tiberimpft und einen Tag lang
bebriitet. Die anaerobe Bakterienanzucht erfolgte gleichermallen in Anaerobiertopfen.
Das anaerobe (mikroaerophile) Milieu wurde durch Anaerocult® A (MERCK) erzeugt.
Ein im Anaerobiertopf befestigter Teststreifen Anaerotest® (MERCK) diente als

Kontrolle. Die anaeroben Ansitze wurden grundsatzlich fiinf Tage bei 37°C bebriitet.

2.2.3 Einfrierkulturen

Einfrierkulturen dienten dem langerfristigen Aufbewahren der Bakterien. Hierfiir
wurden 900 pl einer Ubernachtkultur und 100 ul steriles Glycerin (MERCK) in ein 2 ml
Kryo-Rohrchen (Greiner Labortechnik) gegeben. Die Kulturen wurden in einer
Tietkiihltruhe (Colora UF85-460T) bei —74°C gelagert.

2.3 Quantitativer Nachweis anaeroben Wachstums bei B. cepacia

Mit dem im Folgenden dargestellten Versuch sollte gezeigt werden, dass B. cepacia in
der Lage ist, unter anaeroben Umweltbedingungen wachsen zu kénnen. Der quantitative
Wachstumsnachweis erfolgte durch die Bestimmung der Zellzahl einer Fliissigkultur
definierter Optischer Dichte (OD) mittels Verdiinnungsreihen jeweils vor und nach
anaerobem Bebriiten. Der Versuch wurde an folgenden Stimmen durchgefiihrt:
IST 401, IST 408, IST 410, IST 450, ATCC 17759, ATCC 17765, ATCC 17616, ATCC
25416, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7. Zunichst wurde eine Ubernachtkultur in
TSB/PBS + 1% Glucose angesetzt. Zum Starten des anaeroben Wachstumsversuchs
wurde die Ubernachtkultur einheitlich auf eine OD von 0,05 eingestellt: Dazu war
zuerst die optische Dichte der Ubernachtkultur zu bestimmen, indem 1000 pl Kultur in
eine Kiivette (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) iiberfiihrt und dann die OD bei
600 nm Wellenldnge gegen den Leerwert TSB/PBS + 1% Glucose in einem Photometer
(Ultrospec 11, Pharmacia LBK Biochrom LDT, Cambridge, England) gemessen wurde.
War die Ubernachtkultur stark getriibt, so musste sie vor der Messung mit
TSB/PBS + 1% Glucose im Verhéltnis 1:10 verdiinnt werden. AnschlieBend wurde mit
folgender Formel die Menge (X) an Ubernachtkultur berechnet, der 5 ml
TSB/PBS + 1% Glucose zugegeben werden musste, um eine Fliissigkultur mit der

OD von 0,05 zu erhalten: (1000 pl / gemessene OD in 1000 pl) « 0,05 « 5 = X.
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Die entsprechend berechnete Menge wurde dann zu 5 ml TSB/PBS + 1% Glucose in ein
steriles Glasrohrchen pipettiert. Um die Zahl an Bakterien zu bestimmen, die einer
OD von 0,05 entsprechen, wurden, bevor das Glasrohrchen fiir den anaeroben
Wachstumsversuch mit einem sterilen Wattepfropfen verschlossen wurde, 100 pl
Bakteriensuspension entnommen, um damit eine Verdiinnungsreihe in 10er Potenzen
herzustellen. Hierzu wurden 100 pl Suspension in sterile Eppendorf cups (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) iiberfiihrt, 900 pul TSB/PBS + 1% Glucose steril
zugegeben und griindlich gevortext (Vortex Genie 2™, Bender und Hobein AG, Ziirich,
Schweiz). Dann wurde wiederum mit einer frischen sterilen Pipettenspitze 100 pl der
ersten Verdiinnungsstufe (10") entnommen, um diese mit 900 pl TSB/PBS + 1%
Glucose erneut zu verdiinnen. So wurde bis zu einer Verdiinnungsstufe von 107
fortgefahren. Danach wurden je Verdiinnungsstufe zweimal 10 pl spots auf
Blutagarplatten steril aufgebracht. Es wurde darauf geachtet, dass dabei nur griindlich
gevortexte cups zum Gebrauch kamen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C
bebriitet und die gewachsenen Bakterienkolonien am nichsten Tag ausgezéhlt, um dann
daraus die durchschnittliche Bakterienanzahl in 1 ml einer Bakteriensuspension mit der
OD von 0,05 zu berechnen. Der anaerobe Ansatz im Glasrohrchen wurde in einem
Anaerobiertopf, wie bereits in Kapitel 2.2.2 beschrieben, fiinf Tage bei 37°C im
Schiittelbrutschrank inkubiert. Nach dem Bebriiten wurde analog zum aeroben Ansatz
verfahren, indem wieder mittels Verdiinnungsreihen die Keimzahlen des anaeroben
Ansatzes bestimmt wurden. Die Zellzahlen vor und nach Bebriiten wurden miteinander

verglichen.
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2.4 Immunchemische Methoden

2.4.1 Bakterienidentifikation von B. cepacia mittels indirekter Immun-

fluoreszenzmikroskopie

2.4.1.1 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie mit dem BC408-Antiserum zur
Bakterienidentifikation und phéinotypischen Charakterisierung von

B. cepacia unter aeroben und anaeroben Wachstumsbedingungen

Die Methode basiert darauf, dass Antigene von Antikdrpern spezifisch erkannt und
gebunden werden. Der AntikOrper enthilt eine fluoreszierende Verbindung, die es
ermoglicht, den Komplex fluoreszenzmikroskopisch zu erkennen (direkte Methode).
Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird ein in diesem Fall markierter 2. Antikorper
gegen den 1. Antikdrper gerichtet. Dadurch ergibt sich eine hohere Empfindlichkeit des
Nachweises. Es wurde mit dieser Methode die Spezifitit des 1. Antikorpers
(BC408-Antiserum) gepriift, indem 102 B. cepacia-Stimme (Tabelle 1: Nr. 1-102)
verschiedener Genomovare, darunter 24 invasive und 20 nicht-invasive Stdmme, auf
ihre Reaktion mit dem BC408-Antiserum getestet wurden. Die Einteilung der Stimme
nach ihrer Invasivitdit wurde retrospektiv am Verlauf der Infektion bei einzelnen
CF-Patienten getroffen, indem Stimme, die das sogenannte B. cepacia-Syndrom
auslosten, als ,,invasiv® und Stdmme, deren Infektion durch einen stabilen klinischen
Verlauf  gekennzeichnet war, als ,nicht-invasiv  charakterisiert = wurden
(Literaturangaben in Tabelle 1). Des weiteren wurde die Stdrke der Reaktion des
BC408-Antiserums mit den 24 invasiven und 20 nicht-invasiven B. cepacia-Stammen
unter aeroben und anaeroben Wachstumsbedingungen semiquantitativ untersucht, um
eventuell Riickschliisse auf die Virulenz der Bakterien ziehen zu kdnnen. Dieser Teil
des Versuchs wurde geblindet durchgefiihrt, d.h. erst nachdem die Ergebnisse der
Immunfluoreszenz vorlagen, wurde von Prof. Dr. Peter Vandamme die Information
iiber die Pathogenitidt der Staimme mitgeteilt. SchlieBlich wurden mit dem BC408-
Antiserum Bakterien im Sputum eines mit B. cepacia besiedelten CF-Patienten

nachgewiesen.

Fiir die Herstellung des BC408-Antiserums wurde das EPS aus dem B. cepacia-Stamm

IST 408 (EPS-BC408), einem bekanntermaBlen starken EPS-Produzenten [91], von
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Prof. Dr. Jorge Leitdo am Institut fiir Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene in
Tiibingen (Deutschland) gewonnen und aufgereinigt. Ein Limulus-Test (Limulus
Amebocyte Lysate, Sigma) auf LPS nach der Aufreinigung des EPS-BC408 ergab keine
Aktivitit auf LPS. Dann wurde das EPS-BC408 dem Kaninchen geimpft (Eurogentech,
Koln, Deutschland) und  schlieBlich das gewonnene  Kaninchen-Serum
sdulenchromatographisch aufgereinigt. Die Endkonzentration der gereinigten IgG
betrug 0,5 mg/ml. Zur Herstellung der Objekte fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie
wurden die B. cepacia-Stamme zunédchst auf Blutagarplatten angeziichtet (1-2 Tage bei
37°C). Dann wurden Einzelkolonien mit einer ausgegliihten Ose entnommen und auf
S-Medien tiiberimpft. In zwei Ansdtzen wurden die Platten, wie in Kapitel 2.2.2
beschrieben, einen Tag aerob bei 37°C und fiinf Tage anaerob bei 37°C bebriitet. Am
Ende der jeweiligen Inkubationszeit wurde mit einer ausgegliihten Ose wenig
Bakterienmaterial entnommen und dieses zur Fixierung direkt in 50 pl eiskaltes Aceton
(MERCK) auf einen Objekttriger (Lamgenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
eingerieben. Auf dem Objektrager befand sich fiir den aeroben und anaeroben Ansatz
bereits je ein mit einem Silikonstift (Dakopen, Dako, Hamburg, Deutschland)
aufgebrachter Kringel, der das steril pipettierte Aceton umfasste. Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass der bakterielle Zucker durch Aceton prézipitiert und
deshalb nicht gelost wurde. Mit dem Patientensputum wurde in dhnlicher Weise
verfahren, indem mit einer Pipette eine kleine Menge Sputum auf einen Objekttrager
iiberfiihrte wurde. Danach wurde das angetrocknete Sputum mit dem Silikonstift
umkringelt. Der Fixationsvorgang erfolgte dann ebenfalls mit eiskaltem Aceton. Die
anschlieBende Immunfluoreszenzfirbung der Objekte erfolgte bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer auf einer Inkubationswippe (Edmund Biihler Labortechnik) mit
14 Wippbewegungen/min. Zuerst wurden die Objekte mit PBS/Tween (Losung aus
einfachem PBS und 0,1% Tween 20 (Sigma)) kurz gewaschen. Dann wurde
Schweineserum (Dako) in PBS/Tween im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und aufgetragen.
Nach 30 min wurden die Objekte mit PBS/Tween dreimal fiir 5 min gewaschen. In der
Zwischenzeit wurde der 1. Antikérper (BC408-Antiserum, c¢=[0,5 mg/ml]) aufgetaut,
1:20 mit PBS/Tween verdiinnt und dann fiir 60 min aufgetragen. Es folgte wieder ein
Waschschritt mit PBS/Tween (dreimal 5 min). Die nun folgenden Schritte wurden, um

ein Ausbleichen des 2. Antikdrpers zu verhindern, im Halbdunkeln durchgefiihrt. Der
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2. Antikorper (CY3-konjugierter Antikorper gegen Kaninchen-IgG , Jackson, Dianova,
Hamburg, Deutschland) wurde 1:500 mit PBS/Tween verdiinnt und fiir 60 min auf die
Objekte aufgetragen. Danach wurde erneut dreimal 5 min mit PBS/Tween gewaschen.
Anschliefend wurde eine Féarbung mit DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindole, Sigma)
durchgefiihrt, um die Bakterien-DNA zu markieren. Dazu wurden im Dunkeln pro spot
10 pl DAPI (Stammlésung c=[5 pg/ml] mit PBS/Tween zuvor 1:200 verdiinnt)
aufgebracht und 5 min bei RT inkubiert. Es schloss sich ein dreimal fiinfminiitiger
Waschvorgang der Objekte mit Aqua. dest. an, bevor diese luftgetrocknet und in
DAKO® Fluorescent Mounting Medium (Dako) eingebettet wurden. Die Objekte
konnten bis zur Betrachtung unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan-
Fluoreszenzmikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) vier Wochen im Dunkeln
bei 4°C aufbewahrt werden. Die Bildaufnahme und Bildbearbeitung erfolgte mit einer
Digitalkamera (Axio Cam, Carl Zeiss Vision GmbH) und Axio Vision 3.0 (Carl Zeiss).

Zur  Spezifititstestung des  BC408-Antiserums (1.  Antikdrper)  wurden
Kontrollexperimente mit verschiedenen S. aureus-, S. pneumoniae- und P. aeruginosa-
Stammen durchgefiihrt (sieche Tabelle 1: Nr. 118-147). Dabei wurde mit den
P. aeruginosa-Stammen gleich verfahren wie mit den B. cepacia-Stammen. Da
S. pneumoniae auf S-Medium nicht wuchs, wurden die S. prneumoniae-Stimme zur
Durchfiihrung der Immunfluoreszenzexperimente auf Blutagarplatten angeziichtet.
S. aureus wurde anstatt mit Schweineserum mit humanem Immunglobulin (Sigma) in
einer Konzentration von 100 pl/ml abgeséttigt. Die Spezifitdt des 2. Antikdrpers wurde
mit dem B. cepacia-Stamm IST 408 getestet, indem das Objekt anstatt mit dem
BC408-Antiserum (1. Antikorper) eine Stunde mit PBS/Tween inkubiert wurde.

2.4.1.2 Bakterienidentifikation mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) handelt es sich ebenfalls um ein
immunfluoreszenzmikroskopisches Verfahren, das es ermdglicht, in einer vom
BC408-Antiserum unabhidngigen Methode B. cepacia nachzuweisen. Die
Bakterienidentifikation erfolgt auf DNA-Ebene, indem die durch Denaturierung
gewonnenen Nukleotidsequenzen einer Bakterienprobe in vitro an gentechnisch
hergestellte komplementére Sequenzen (cDNA) binden. Diese cDNA-Sonden sind

threrseits wiederum mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und konnen unter einem
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Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Die Methode wurde an den
B. cepacia-Stammen IST 401, IST 408, ATCC 17765, ATCC 17616, ATCC 25416 und
der Pseudomonas-Kontrolle PA 01 nach dem Protokoll von Bohnert et al [7]
durchgefiihrt. Zunichst wurde, um Bakterien-DNA zu gewinnen, eine Ubernachtkultur
angesetzt. Am nédchsten Tag wurde die Fliissigkultur mit einer sterilen Pasteurpipette
aus den Glasrohrchen in ein steriles 50 ml Probegefidl (Becton Dickinson) tiberfiihrt
und mit der Zentrifuge I bei 3750 Umdrehungen/min (U/min) 12 min lang zentrifugiert.
Der folgende Waschvorgang des Pellets erfolgte durch Verwerfung des Uberstandes,
Resuspension in 15 ml sterilem PBS, Zentrifugierung und erneuter Verwerfung des
Uberstandes. Nach zwei solcher Waschvorginge wurde zur Denaturierung der
Bakterien-DNA dem Pellet 2 ml 3,7%-iges Formaldehyd (37%-iges Formaldehyd
(MERCK) 1:10 verdiinnt) zugegeben und gevortext. Die Suspension wurde eine Stunde
bei 4°C inkubiert. Danach wurde erneut zentrifugiert (5 min bei 3750 U/min in
Zentrifuge I) und mit sterilem PBS zweimal gewaschen. Das Pellet wurde dann in 10 ml
eines Gemischs aus 96%-igem Alkohol und PBS (Volumenverhéltniss 1:1) suspendiert.
Daraus wurden 0,5 ml entnommen, in einen sterilen Eppendorf cup (1,5 ml) tiberfiihrt
und mit 0,5 ml des Alkohol/PBS-Gemischs im Verhéltnis 1:1 verdiinnt. Dem Eppendorf
cup wurden 9 pl entnommen, mit denen ein mit 99%-igem Alkohol entfetteter
teflonbeschichteter Objekttrager (Roth GmbH, Niirnberg, Deutschland) bestiickt wurde.
Nachdem das Prdparat luftgetrocknet war, wurde es hitzefixiert und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwidssert (je 5 min in 50%-igem, 80%-igem,
96%-igem Alkohol). Fiir den eigentlichen Hybridisierungsschritt wurden nun 1 ml
Hybridisierungspuffer (fiir 10%-ige Stringenz: 700 ul Aqua. dest., 100 pl Formamide
(MERCK), 180 ul 5 M NaCl (292,2 g NaCl in Aqua. dest. geldst, Losung autoklaviert),
20 pl 1 M Trispuffer ph=08 (Trizma®Base, Sigma, mit HCl (MERCK) auf pH=8
eingestellt), 1 ul 10% SDS (10 g SDS (Sodium dodecyl sulfate, SERVA, Heidelberg,
Deutschland) in 90 ml Aqua. dest. bei 70°C gelost, Losung autoklaviert) und pro
Objekttrager 50 ml Waschpuffer (fiir 10%-ige Stringenz: 5 ml 5 M NaCl, 1 ml
1 M Trispuffer ph=08, 50 pl 10% SDS, mit Aqua. dest. auf 50 ml Endvolumen
aufgefiillt) vorbereitet. Es wurden pro spot 9 pl Hybridisierungspuffer mit 1 pl der
8 uM Oligonukleotidstammlosung Beel41 (Oligonukleotidsonde am 5’Ende mit CY3
markiert, MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland) angesetzt und auf den Objekttrager
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aufgebracht. Der Objekttrager wurde in einem 50 ml Probegefdl auf ein feuchtes
Papiertuch gelegt und 2 Stunden bei 46°C inkubiert. In einem nun folgenden raschen
Schritt (sonst nimmt die Stringenz ab) wurde der Objekttriger in den auf 46°C
vorgewdrmten Waschpuffer gelegt und dort fiir 20 min bei 46°C belassen. Danach
spiilte man den Objekttrager vorsichtig mit Aqua. dest. und lieB ihn lufttrocknen.
AnschlieBend wurde eine unspezifische DNA-Markierung mit DAPI durchgefiihrt
(vgl. Kapitel 2.4.1.1). Nach dem Waschvorgang wurden die Objekte zum Schluss in ein
Antibleichmittel (5 ml 50%-iges Glycerin (100%-iges mit sterilem Aqua. dest.
verdiinnt), 5 ml PBS, 100g Ascorbinsdure (MERCK)) eingebettet. Die Auswertung

erfolgte innerhalb einer Woche unter einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).

2.4.2 Dot blot

Im Unterschied zur indirekten Immunfluoreszenz werden beim Dot blot die
nachzuweisenden Substanzen auf Nitrozellulosepapier aufgebracht. Sobald der
2. Antikdrper an den 1. Antikorper (BC408-Antiserum) gebunden hat, setzt ein an den
2. Antikorper gekoppeltes Enzym (Peroxidase) ein zugegebenes Substrat
(Detektionsreagenz) um. Die bei der Reaktion entstehende Lumineszenz stellt sich auf
einem auf den blot aufgelegten hochempfindlichen Film durch Schwérzung dar. Diese
Methode ermdglichte es, die Spezifitdit des BC408-Antiserums zu priifen, indem
verschiedene wasserldsliche Substanzen auf ihre Reaktion mit dem BC408-Antiserum
getestet wurden. AuBBerdem wurde mit dieser weiteren Methode unter der Annahme,
dass das BC408-Antiserum spezifisch mit B. cepacia-EPS reagiert, versucht, die
EPS-Produktion unter aeroben und anaeroben Wachstumsbedingugen semiquantitativ

zu ermitteln.

2.4.2.1 Spezifititstestung des BC408-Antiserums mittels Dot blot

Es wurden folgende Substanzen getestet: Albumin (Albumin, Bovine, Sigma), Alginat
(Alginic Acid, Sigma), Glucose, PBS, EPS-BC408 (isoliertes EPS aus IST 408 von
Prof. Dr. Jorge Leitdo am Institut fiir Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene,
Tiibingen, Deutschland) und weitere finf B. cepacia-EPS (EPS-BTS3, EPS-BTSS,
EPS-BTS7, EPS-BTS7 in der deacetylierten Form, EPS-BTS13). Die BTS-Zucker
wurden von Cescutti et al. (Dipartimento di Biochimica, Biofisica e Chimica delle

macromolecole, Universitdt Triest) aus den vier B. cepacia-Stammen BTS3, BTSS,
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BTS7 und BTS13 isoliert und zur Durchfiihrung der Experimente freundlicherweise zur
Verfligung gestellt. Bei BTS7 und IST 408 handelt es sich genotypisch um denselben
B. cepacia-Stamm, der aufgrund der unterschiedlichen Nomenklaturen innerhalb der
Forschungsinstitute verschieden benannt wurde. EPS-BTS7 und EPS-BC408 wurden
nach der gleichen Methode isoliert [13, 91]. Die untersuchten Substanzen wurden in
PBS gelost, so dass am Ende alle Losungen in einer Konzentration von 20 pg/ml
vorlagen. Dann wurden auf Nitrozellulosepapier (OPTITRAN BA-S 83, Schleicher und
Schuell, Dassel, Deutschland) je Substanz 4 mal 5 pl Losung aufgetragen. Dabei war zu
beachten, dass vor jedem erneuten Auftragen die spots nahezu trocken sein mussten, da
sie sich sonst vergroBert hétten und eventuell ineinandergeflossen wéren. Nachdem die
spots vollstindig eingetrocknet waren, wurde das Nitrozellulosepapier in eine Schale
gelegt. Zur Absiéttigung wurde das Nitrozellulosepapier mit 5%-iger Skim milk-Losung
(Skim milk (Becton Dickinson) in PBS/Tween geldst) bedeckt und {iber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Skim milk-Losung abgekippt und
dreimal 5 min mit PBS/Tween gewaschen. Die Markierung erfolgte wieder auf der
Inkubationswippe bei Raumtemperatur. Dazu wurde der BC408-Antiserum im
Verhéltnis 1:100 mit PBS/Tween verdiinnt und fiir 2 Stunden aufgetragen. Nach einem
weiteren Waschschritt (dreimal 5 min) wurde der 2. Antikérper (HRS (Peroxidase)
gegen Kaninchen-IgG, Dako) 1:4500 mit PBS/Tween verdiinnt, 1 Stunde inkubiert und
anschlieBend dreimal 5 min gewaschen. Nun wurde unter dem Abzug und im
Halbdunkel das Detektionsreagenz (Lumigen'V'PS-3 detection reagent, Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, England) angesetzt, indem Ldésung A
und Losung B im Verhéltnis 40:1 gemischt wurden. Die Losung wurde auf dem blot
gleichmiBig verteilt. Nach 5 min Inkubation unter dem Abzug wurde das restliche
Detektionsreagenz abgekippt und der blot in eine Photokassette (Siemens, Deutschland)
gelegt. Die Bildaufnahme erfolgte auf einen hochempfindlichen Film
(Hyperfilm"™ECL™, Amersham Biosciences) in einer Belichtungszeit von 13 min.
Nach der Entwicklung des Films (PhotoentwicklerXR 24-1I, Diirr Dental) wurde der
blot zur Weiterverarbeitung mit einer digitalen Kamera (Kodak EDAS 290)
aufgenommen, bearbeitet (Kodak 1D Limited Edition v.3.5.4) und ausgewertet.
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2.4.2.2 Semiquantitative Untersuchung der Stirke der Reaktion des BC408-

Antiserums mit B. cepacia mittels Dot blot

Die Methode erlaubt es, neben qualitativen auch semiquantitative Aussagen zu treffen,
indem durch mehrfaches Verdiinnen von Substanzlosungen um den Faktor 10 eine
Abschwichung der Schwirzung gemessen und dann zu den Verdiinnungsstufen ins
Verhiltnis gesetzt werden kann. Da sich bakterielles EPS in Fliissigkeiten 16st, konnte
durch Zentrifugieren einer Fliissigkultur das EPS im Uberstand gewonnen und fiir den
Dot blot verwendet werden. Das Experiment wurde mit den Stimmen IST 408 und
ATCC 17765 durchgefiihrt. Zunichst wurde eine Ubernachtkultur in S-Medium auf
eine OD von 0,05 eingestellt und diese aerob einen Tag und anaerob fiinf Tage bei 37°C
bebriitet. Nach dem Bebriiten wurden 100 pl Bouillon entnommen, um die Zellzahl der
Kultur, wie in Kapitel 2.3 beschrieben, mittels einer Verdiinnungsreihe zu bestimmen.
Dann wurde die Bouillon aus den Glasréhrchen in sterile 50 ml Probegefif3e iiberfiihrt
und zweimal 15 min bei 4000U/min in Zentrifuge I (GR 412 JOUAN GmbH)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in ein steriles Probegefif iiberfiihrt.
Dann wurde der Uberstand im Verhdltnis 1:10, 1:100 und 1:1000 verdiinnt und vom
Uberstand und seinen Verdiinnungen je 4 mal 5 pl auf Nitrozellulosepapier aufgebracht.
Um zu iiberpriifen, ob das BC408-Antiserum unspezifisch mit einem Bestandteil des
Mediums reagiert, wurden gleichfalls 4 mal 5 pl S-Medium aufgetropft. AnschlieBend
wurde der Dot blot, wie in Kapitel 2.4.2.1 beschrieben, durchgefiihrt. Die

Belichtungszeit betrug in diesem Fall jedoch 20 min.

2.5 Biochemische EPS-Quantifizierung

Die Methode nach Blumenkrantz et al. [6] erlaubt die biochemische Bestimmung von
Uronsduren und sauren Mucopolysacchariden in biologischem Material. Der
Blumenkrantz-Test diente der exakten Quantifizierung von B. cepacia-EPS, da mittels
der indirekten Immunfluoreszenz nur qualitative bzw. semiquantitative Aussagen iiber
die Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia moglich sind. Der Test basiert auf
einer mit dem Photometer messbaren spezifischen Farbreaktion, die entsteht, wenn
Uronsduren in konzentrierter Schwefelsdure auf 100°C erhitzt und das Reagenz
3-Hydroxybiphenyl zugegeben wird. Die von den Bakterien synthetisierte EPS-Menge

wurde in Bezug zu ihrer Proteinmasse gesetzt, die mittels Pierce-Assay bestimmt
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wurde. Das Experiment wurde an den Stammen IST 401, IST 408, ATCC 17765,
ATCC 17616, ATCC 25416 und dem P. aeruginosa-Kontrollstamm PA 01
durchgefiihrt.

Zunichst wurden Ubernachtkulturen (in S-Medium) auf eine OD von 0,05 eingestellt
(vgl. Kapitel 2.3). Daraus wurden sowohl flir den aeroben als auch den anaeroben
Ansatz 100 ul Suspension steril entnommen und auf S-Platten pipettiert. Dann wurde
ein Drigalski-Glasspatel in 70%-igen Alkohol getaucht, abgeflammt und damit die
Suspension gleichmdBig ausplattiert. Die Platten wurden aerob ein Tag und anaerob
fiinf Tage bei 37°C bebriitet. Um Plattenleerwerte zu erhalten, wurde mit fiinf S-Platten
gleich verfahren, indem 100 pl steriles S-Medium ausplattiert wurden. Zur
EPS-Bestimmung mussten die Bakterien moglichst vollstindig von der Agarplatte
abgelost werden. Dazu wurden 5 ml steriles Aqua. dest. auf die Platte aufpipettiert und
mit einer sterilen 1000 pl Pipettenspitze der Bakterienbelag vorsichtig abgekratzt, ohne
dabei den Agar zu verletzen. Die entstandene Suspension wurde abpipettiert und in
50 ml Zentrifugenrohrchen (OakRidge Centrifuge Tubes, Nalge Company, Rochester,
NY, USA) tiberfiihrt. Genauso verfuhr man mit den nicht beimpften Platten-Leerwerten.
Die befiillten Zentrifugenréhrchen wurden in Zentrifuge II (J2-HS, Bechman, Palo Alto,
California, USA) 30 min bei 10 000 U/min zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
abpipettiert und in sterile 15 ml Probegefile (Greiner Labortechnik) {iberfiihrt. Das
Pellet wurde fiir die Proteinbestimmung in 1 ml einer 5%-igen Trichloracetat (MERCK)
resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gestellt. Da beim Ablosen des
Bakterienbelags auch die Glucose des Mediums in Losung geht, wurden die Uberstéinde
dialysiert. Dazu wurden sie in Dialyseschliuche (Visking® dialysis tubing 20/32,
diameter 16 mm, MWCO (molecular weight cut off) 12000-14000, pore diameter 25A,
SERVA), die tags zuvor abgekocht wurden, gefiillt. Die Schliuche wurden in
5 1 DialysegefdBle gehdngt und zuerst zwei Tage gegen eine 0,1 M NaCl-Lésung und
dann zwei Tage gegen Aqua. dest. dialysiert. Die Fliissigkeiten wurden tiglich zweimal
gewechselt. Fiir die eigentliche EPS-Bestimmung wurden die Proben nach vier Tagen
Dialyse entnommen und in 15 ml Probegefifie iiberfiihrt. Dann stellte man die
benétigten Eppendorf cups, die 0,5%-ige NaOH (1 g Natriumhydroxid-Plitzchen
(MERCK) in 200 ml Aqua. dest. gelost), die 0,15%-ige 3-Hydroxybiphenyl-Losung
(0,15 g 3-Hydroxybiphenol in 100 ml 0,5%-iger NaOH gel6st, ein Monat bei 4°C
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haltbar) und die frisch angesetzte 0,0125 M Boraxlosung (0,3 g Borax (Sigma) in
62,5 ml konzentrierte H,SO4 (Sigma) gelost) auf Eis. Da Schwefelsdure bei 100°C
unspezifisch mit Zuckern reagiert, musste fiir die spezifische Bestimmung der
bakteriellen EPS, d.h. der sauren Mucopolysaccharide, zuerst die unspezifische
Reaktion (Leerwert der Reaktion, USR) gemessen werden. In einem zweiten Schritt
wurde die spezifische (SR) Reaktion durch Zugabe des Reagenz 3-Hydroxybiphenyl
gemessen, von der dann die unspezifische Reaktion zu subtrahieren war. Hierzu wurden
fiir die unspezifische und die spezifische Reaktion in Eppendorf cups je 200 pl der
Probe vorgelegt, 600 pl konz. H,SO4 zugefiigt, gevortext und das Gemisch in einem
100°C heilen Heizblock (Ori Block® OB-1, Techne, Vetter) 5 min erhitzt. Danach
wurden die cups auf Eis gekiihlt. Zur Bestimmung der unspezifischen Reaktion erfolgte
die Zugabe von 20 pl 0,5%-iger NaOH. Danach konnte die Absorption der gevortexten
Losung mit dem Photometer bei 520 nm Wellenlinge (als Referenz diente die
Absorption einer leeren Kiivette) gemessen werden. Zur Messung der spezifischen
Reaktion wurde den Proben 20 pl 3-Hydroxybiphenyl zugegeben, um nach
abermaligem Vortexen die Absorption gleichermallen bestimmen zu kdnnen. Lagen die
gemessenen Extinktionen iiber 1,2, musste man, um im linearen Messbereich zu
bleiben, die Dialysate vor der EPS-Bestimmung zuerst im Verhiltnis 1:10 mit Aqua.
dest. verdiinnen. Es wurden je Zucker-Probe vier und je Plattenleerwert zwei
Messungen vorgenommen. Anhand der gemessenen Extinktionen [Blumenkrantz 1973],
wurden mit einer Eichkurve, die durch Absorptionsmessung definierter

Glucuronsduremengen erstellt wurde, die entsprechenden EPS-Mengen in pl bestimmt.

Um eine BezugsgrdBe fiir den bestimmten EPS-Gehalt der Proben zu bekommen, wurde
die entsprechende Proteinmasse mit dem Pierce-Assay (BCA Protein Assay, Pierce,
Rockford, Illinois, USA) bestimmt. Die in 5%-igem Trichloracetat gelosten Pellets
wurden erneut 30 min bei 10 000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert, verworfen und das Pellet erneut in 1 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH=7 (61,5 ml einer 1M K,HPO, -Lésung (Dikaliumhydrogenphosphat, MERCK) mit
38,5 ml einer 1 M KH, PO, -Losung gemischt und mit 100 ml Aqua. dest. verdiinnt)
suspendiert. War die Suspension stark getriibt, wurde sie im Verhdltnis 1:10 mit
Kaliumphosphatpuffer verdiinnt. Die Arbeitslosung fiir den Pierce-Assay (BCA Protein
Assay, Pierce Rockford, Illinois, USA) wurde jedes Mal frisch angesetzt, indem
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50 Teile des Reagenz A mit einem Teil des Reagenz B gemischt wurden. Fiir die
eigentliche Messung wurden 50 pl der Suspension und 950 pl der Arbeitslosung in
Kiivetten gegeben und diese 30 min bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde bei
562 nm gegen den Leerwert (950 pl Arbeitslosung mit 50 pl Aqua. dest.) gemessen. Fiir
alle Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Bestimmung der
Eichkurve zur Ermittlung der entsprechenden Proteinmengen in pg erfolgte durch
analoges Messen definierter Albuminkonzentrationen im Bereich von 50 pg/ml bis

2000 pg/ml.

2.6 Statistik

Signifikanzen wurden unter Verwendung des Student’s t-Testes (Excel, Microsoft
Corporation, Redmont, Washington, USA) errechnet. Es wurden p-Werte kleiner als

0,05 als signifikant erachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Quantitativer Nachweis anaeroben Wachstums bei B. cepacia

Um eine Information dariiber zu erhalten, ob B. cepacia nicht nur in der Lage ist, unter
anaeroben Umweltbedingungen zu iiberleben, sondern sich auch zu vermehren, wurde
das Wachstum verschiedener B. cepacia-Stamme unter anaeroben Wachstums-
bedingungen quantifiziert. Es konnte an verschiedenen B. cepacia-Stammen (Tabelle 2)
nachgewiesen werden, dass B. cepacia im Flissigmedium (TSB/PBS + 1% Glucose)

unter anaeroben Wachstumsbedingungen nur geringfligig wéchst (Tabelle 2).

Tabelle 2: Quantifikation des anaeroben Wachstums bei verschiedenen B. cepacia-Staimmen

Stamm Bakterienanzahl/ ml Flissigkultur*
Start-OD von 0,05 5 Tage anaerob

IST 401 2,0x 10’ 7,2 x 10°
IST 408 4,1 x 10’ 1,5x 10*
IST 410 3,0x 107 1,7 x 10*
IST 450 4,4x 107 4,3 x 10*
ATCC 25416 4,2 x 107 2,1x 108
ATCC 17759 4,6 x 107 2,9x 10*
ATCC 17765 6,8 x 107 4,2x 10*
ATCC 17616 2,7x 107 4,8x 107
Pl 3,8x 107 4,7 x 10*
P2 8,2x 10’ 5,9x 10*
P3 4,9 x 107 2,8x 10°
P4 5,0x 107 4,6 x 10*
P5 3,1x 107 5,0x 107
P6 4,7x 107 6,0 x 107
P7 4,9 x 107 2,7x 10*

B. cepacia wichst unter anaeroben Wachstumsbedinungen im Fliissigmedium TSB/PBS + 1%
Glucose nur geringfiigig. (*), Bakterienanzahl verschiedener B. cepacia-Stimme in 1 ml Fliissigkultur
der Optischen Dichte von 0,05 (Start-OD von 0,05) und nach fiinf Tagen anaerober Bebriitung bei 37°C.

3.2 Sperzifititstestung des BC408-Antiserums mittels Dot blot

Zur Testung der Spezifitdt wurde die Reaktion des BC408-Antiserums mit EPS-BC408
(isoliertes und gereinigtes EPS aus IST 408 von Prof. Dr. Jorge Leitdo am Institut flir
Allgemeine Hygiene und Umwelthygiene in Tiibingen), Alginat, Glucose, Albumin,
PBS und fiinf weiteren B. cepacia-EPS (EPS-BTS3, EPS-BTS5, EPS-BTS7,
EPS BTS7deacet. und EPS-BTS13), die aus den B. cepacia-Stimmen BTS3, BTSS,
BTS7 und BTS13 von Cescutti ef al. (Dipartimento di Biochimica, Biofisica e Chimica
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delle macromolecole, Universitit Triest) isoliert wurden, im Dot blot getestet. Wie
bereits in Kapitel 2.4.2.1 erldutert, handelt es sich bei BTS7 und IST 408 genotypisch
um denselben B. cepacia-Stamm, der aufgrund der unterschiedlichen Nomenklaturen
innerhalb der Forschungsinstitute verschieden benannt wurde. EPS-BTS7 und
EPS-BC408 wurden nach der gleichen Methode isoliert [13, 91]. Bei EPS-BTS7deacet.
handelt es sich um die deacetylierte Form des EPS-BTS?7.
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Abbildung 1: Das BC408-Antiserum reagierte mit den gereinigten B. cepacia-Zuckern EPS-BTS3
(A), EPS-BTSS (B), EPS-BTS13 (E) und EPS-BC408 (F) positiv. Die Reaktionen mit EPS-BTS7 (C),
EPS-BTS7deacet. (D), Glucose (G), Albumin (H), Alginat (I) und PBS (J) waren negativ.

Wihrend das BC408-Antiserum mit EPS-BC408 (Abbildung 1F) und EPS-BTS3
(Abbildung 1A) stark und mit EPS-BTSS5 (Abbildung 1B) und EPS-BTS13 (Abbildung
1E) schwach reagierte, wurde mit EPS-BTS7 (Abbildung 1C) und EPS-BTS7deacet.
(Abbildung 1D) keine Reaktion beobachtet. Auch die Reaktionen des BC408-
Antiserums mit Alginat (Abbildung 1I), Glucose (Abbildung 1G), Albumin
(Abbildung 1H) und PBS (Abbildung 1J) waren negativ. Die Diskrepanz zwischen den
Reaktionen von EPS-BTS7 bzw. EPS-BTS7deacet. und EPS-BC408, die im Dot blot
gleich reagieren miissten, ist durch das BC408-Antiserum nicht erkldrbar.
Moglicherweise sind bei der EPS-Aufreinigung und EPS-Isolierung wichtige Epitope
verloren gegangen, so dass das BC408-Antiserum EPS-BTS7 und EPS-BTS7deacet.
nicht mehr erkennen konnte. Aus diesem Grund wurden keine weiteren Versuche mit
den EPS aus Triest durchgefiihrt. Das BC408-Antiserum reagierte im Dot blot sowohl
mit EPS-BC408, dem B. cepacia-EPS, aus dem das BC408-Antiserum hergestellt
wurde, als auch mit den isolierten und gereinigten EPS anderer B. cepacia-Stimme

positiv. Die Reaktion auf Alginat, Albumin und Glucose war im Dot blot negativ. Diese
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Tatsachen deuten auf eine spezifische Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia-

EPS hin.

3.3 Bakterienidentifikation mittels indirekter Immunfluoreszenz-
mikroskopie

3.3.1 Bakterienidentifikation mit dem BC408-Antiserum

3.3.1.1 B. cepacia-Stimme

Es wurden 102 genotypisierte B. cepacia-Stamme aus zehn verschiedenen
Genomovaren, die unter aeroben und anaeroben Wachstumsbedingungen auf S-Medium
angeziichtet wurden, auf ihre Reaktion mit dem BC408-Antiserum mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Es stellte sich heraus, dass 101 B. cepacia-
Stimme mit dem BC408-Antiserum positiv reagierten (Tabelle 3, Abbildung 2A+B).
Nur der Stamm R-14497 des Genomovars IX verhielt sich negativ und reagierte nicht
mit dem BC408-Antiserum (Tabelle 3, Abbildung 2C+D). Es konnte auf diese Weise
mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass das BC408-
Antiserum in der Lage ist, B. cepacia-Stimme aller bekannten Genomovare (I-X) zu

erkennen (Tabelle 3).

Parallel zur Bakterienidentifikation wurde die Stirke der Immunfluoreszenz unter
aeroben und anaeroben Wachtumsbedingunmgen untersucht. Die untersuchten 102
B. cepacia-Stamme verhielten sich unter anaeroben Wachstumsbedigungen in der
Starke ihrer Immunfluoreszenz-Signale sehr unterschiedlich. Das Immunfluoreszenz-
Signal von 29 der 102 B. cepacia-Stimme war anaerob starker als aerob, bei
41 B. cepacia-Staimmen gleichstark wie aerob und bei 32 der untersuchten B. cepacia-
Stammen schwicher als aerob (Tabelle 4). Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen
waren jedoch nicht signifikant (p>0,05). Falls das BC408-Antiserum spezifisch mit
B. cepacia-EPS  reagiert, deuten die Unterschiede der immunfluoreszenz-
mikroskopischen Signale darauf hin, dass genomovarunabhingig je nach B. cepacia-
Stamm unter anaeroben Wachstumsbedingungen die EPS-Produktion nicht nur

gesteigert, sondern auch vermindert oder nicht beeinflusst wird.
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Tabelle 3: Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia-Stimmen aller Genomovare

Genomovar Anzahl der Stdmme Negative Stimme Positive Stimme in %
I 8 - 100
I 15 - 100
11 24 - 100
v 8 - 100
\Y 8 - 100
VI 8 - 100
VII 8 - 100
VIII 8 - 100
IX 8 1 87,5
X 7 - 100
Gesamt 102 1 99,0

Das BC408-Antiserum reagierte mit 101 B. cepacia-Stimmen positiv. Stamm R-14497 aus
Genomovar IX reagierte mit dem BC408-Antiserum negativ. Es wurden insgesamt 102 B. cepacia-
Stdmme aller bekannten Genomovare (I-X) mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.

Tabelle 4: Stirke der Immunfluoreszenz bei allen untersuchten 102 B. cepacia-Stimmen unter
anaeroben und aeroben Wachstumsbedingungen im Vergleich

Stérke der Immunfluoreszenz Anzahl der Stdmme Anzahl der Stdmme in %
AN>A 29 28,4
AN=A 41 40,2
AN<A 32 31,4

Die untersuchten 102 B. cepacia-Stimme verhielten sich in der Stirke ihrer Immunfluoreszenz-
Signale unter anaeroben Wachstumsbedigungen sehr unterschiedlich. Die Immunfluoreszenz-
Signale der verschiedenen B. cepacia-Stimme waren genomovarunabhéngig anaerob entweder stirker
oder gleichstark oder schwiécher als aerob. Alle Unterschiede waren nicht signifikant (p>0,05).

Einen Zusammenhang zwischen der Stdrke der Immunfluoreszenz und der
Genomovarzugehdrigkeit der untersuchten 102 B. cepacia-Stimme konnte nicht
festgestellt werden. Unter dem Mikroskop war auBerdem zu beobachten, dass im
Blickfeld nicht grundsitzlich alle Bakterien mit dem BC408-Antiserum positiv
reagierten. So waren in mehreren Féllen mit dem Filter fir die DAPI-Férbung im
Blickfeld 100% blau-fluoreszierende B. cepacia-Stébchen, gleichzeitig aber unter dem
CY3-Filter fir die Markierung mit dem BC408-Antiserum und unveridnderten
Einstellungen am Mikroskop weniger als 100% entsprechend gelb-fluoreszierende

B. cepacia-Stibchen zu beobachten. Das bedeutet, dass je nach B. cepacia-Stamm nicht
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alle B. cepacia-Bakterien einer Kolonie die fiir die Erkennung und Markierung durch

das BC-408-Antiserum notwendigen Epitope auf ihrer Oberfliche tragen.

BN

Abbildung 2: Immunfluoreszenzmikroskopische Bilder von B. cepacia. Es konnten 101 von 102 der
untersuchten B.cepacia-Stimme mit dem BC408-Antiserum mittels indirekter Immunfluoreszenz-
mikroskopie identifiziert werden. Die Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia wurde mit einem
fluoreszenzmarkierten spezifischen 2. Antikorper (CY3-konjugierter Antikérper gegen Kaninchen-IgG)
nachgewiesen. Positive Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia-Stibchen (A, weiller Pfeil), keine
Reaktion des BC408-Antiserums mit B. cepacia Stibchen des Stammes R 14497 (C). Zur
Bakterienlokalisation wurde eine DNA-Farbung mit DAPI durchgefiihrt (B+D, weille Pfeile).

3.3.1.2 Kontrollexperimente

Um zu zeigen, dass der 2. Antikorper (CY3-konjugierter Antikdrper gegen Kaninchen-
IgG) spezifisch an das BC408-Antiserum bindet, wurde in einem Kontrollversuch mit
B. cepacia-Stamm IST 408 die indirekte Immunfluoreszenz ohne BC-408-Antiserum
durchgefiihrt. Die Kontrolle verhielt sich immunfluoreszenzmikroskopisch negativ
(Abbildung 3A+B). Damit hatte der 2. Antikorper spezifisch an das BC408-Antiserum
gebunden. Dariiber hinaus wurden, um zu testen, ob das BC408-Antiserums spezifisch
B. cepacia identifiziert, verschiedene S. aureus-, S. pneumoniae- und P. aeruginosa-

Stamme (siche Tabelle 1: Nr.118-147) auf ihre Reaktion mit dem BC408-Antiserum
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untersucht. Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte nachgewiesen werden, dass das
BC408-Antiserum mit keinem der untersuchten Kontroll-Stammen unspezifisch

reagierte (Abbildung 3C+D).

A B

g
C D

/

Abbildung 3: Immunfluoreszenzmikroskopische Bilder der Kontrollexperimente. Der 2. Antikorper
(CY3-Antikorper gegen Kaninchen-IgG) reagierte im Kontrollversuch ohne BC408-Antiserum mit
B. cepacia-Stamm IST 408 nicht (A). Keine unspezifische Reaktion des BC408-Antiserums mit
P. aeruginosa-Kontrolle PA 01 (C). Zur Lokalisation der Bakterien wurde mit DAPI markiert (B+D,
weille Pfeile).

Mit dem Nachweis, dass das BC408-Antiserum mit keinem der untersuchen S. aureus-,
S. pneumoniae- und P. aeruginosa-Stimme reagierte, konnte ein weiterer Beweis dafiir
erbracht werden, dass das BC-408-Antiserum in der Lage ist, B. cepacia spezifisch zu

identifizieren.

3.3.1.3 B. cepacia-Sputum

Um zu zeigen, dass es mit Hilfe des BC408-Antiserums mdglich ist, B. cepacia im
Sputum von CF-Patienten nachzuweisen, wurde das B. cepacia-positive Sputum eines

14-jahrigen ménnlichen CF-Patienten untersucht. Mittels indirekter Immunfluoreszenz



konnten Mikrokolonien (Abbildung 4C) und einzelne B. cepacia-Stibchen (Abbildung

4A) im Sputum markiert werden.

Abbildung 4: Immunfluoreszenzmikroskopische Bilder von B. cepacia im Sputum eines CF-
Patienten. Durch das BC408-Antiserum wurden sowohl einzelne B. cepacia-Stibchen (weifler Pfeil in A
(CY3) und B (DAPI-Férbung)) als auch Mikrokolonien (Pfeil in C) von B. cepacia nachgewiesen. In der
DAPI-Markierung waren, aufgrund der freigesetzten DNA aus zerstorten polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, weite Bereiche positiv gefarbt (Pfeil in D), die durch das BC408-Antiserum
jedoch nicht unspezifisch markiert wurden (C).

Waihrend in der zur Kontrolle durchgefiihrten DAPI-Markierung das Sputum aufgrund
der freigesetzten DNA aus den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)
komplett positiv reagierte (Abbildung 4D), waren unter der EPS-Markierung mit dem
BC408-Antiserum nur Bakterien positiv gefirbt (Abbildung 4C, weiler Pfeil). Die
geringen Hintergrundsignale der EPS-Markierung (Abbildung 4) weisen darauf hin,
dass das BC408-Antiserum nahezu keine unspezifischen Bindungen mit den
verschiedenen Bestandteilen des Sputums eingegangen war. Das BC408-Antiserum ist

damit in der Lage, B. cepacia im Sputum eines CF-Patienten zu identifizieren.
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3.3.2 Bakterienidentifikation mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die FISH-Methode ist ein immunfluoreszenzmikroskopisches Verfahren, das es
ermoOglicht, in einer vom BC408-Antiserum unabhingigen Methode B. cepacia
nachzuweisen. Die untersuchten B. cepacia-Stamme (IST 401, IST 408, ATCC 17765,
ATCC 17616 und ATCC 25416) reagierten in der indirekten Immunfluoreszenz mit der
Oligonukleotidsonde Bce 141 schwach positiv. Die Pseudomonas-Kontrolle
PA 01 wurde durch die Oligonukleotidsonde Bce 141 nicht markiert. Aufgrund der
schwachen Immunfluoreszenz-Signale, die sich auf gedrucktem Papier nicht darstellen
lassen, wurde auf die Abbildung der Immunfluoreszenz-Bilder in dieser Arbeit
verzichtet. Da die Sonde mit allen untersuchten B. cepacia-Stammen und nicht mit der
Kontrolle PA 01 reagierte, scheint es moglich zu sein, B. cepacia mittels FISH zu

identifizieren.

3.4 Untersuchung der Stiarke der Reaktion des BC408-Antiserums
von invasiven und nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen mittels
indirekter Immunfluoreszenz

Es wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz die Stirke der Reaktion des BC408-

Antiserums mit 24 invasiven und 20 nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen untersucht

(Tabelle 5). Beim Vergleich der Stirke der Immunfluoreszenz-Signale von aerob und

anaerob gewachsenen Bakterien zeigte sich, dass sich diese insgesamt sehr heterogen

und unabhingig der Genomovarzugehorigkeit der B. cepacia-Stimme verhielten

(Tabelle 5). Bei 14 von 44 Stammen (31.8%) waren anaerob im Vergleich zu aerob die

Immunfluoreszenz-Signale stirker (Abbildung 6 A+B), davon waren 6 invasiv (42,9%)

und die restlichen 8 Stimme nicht-invasiv (57,1%) (Abbildung 5). 17 von 44 Stimmen

(38,6%) wiesen optisch keinen Unterschied in der Stirke ihrer Immunfluoreszenz unter

aeroben und anaeroben Wachstumsbedingungen auf (Abbildung 6C+D), wobei davon

12 invasiv (70,6) und 5 nicht-invasiv (29,4) waren (Abbildung 5). SchlieBlich wiesen 13

der 44 Stimme (29,5%) anaerob schwéchere Immunfluoreszenz-Signale als aerob auf

(Abbildung 6E+F), dabei waren 6 Stimme invasiv (46,2%) und 7 nicht-invasiv (53,8%)

(Abbildungen 5). Alle Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p>0,05). Damit

besteht kein Zusammenhang zwischen der Stirke der Immunfluoreszenz-Signale und

der Invasivitét der B. cepacia-Stimme.
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Stiarke der Immunfluoreszenz

Abbildung 5: Stirke der Immunfluoreszenz-Signale unter anaeroben (AN) und aeroben (A)
Wachstumsbedingungen bei den 24 invasiven (schwarz) und 20 nicht-invasiven (weil}) B. cepacia-
Stimmen. Anaerob stirkeres Fluoreszenzsignal als aerob (AN>A), anaerob gleichstarkes Signal wie
aerob (AN=A), anaerob schwicheres Signal als aecrob (AN<A). Alle Unterschiede waren nicht signifikant

(p>0,05).

Tabelle 5: Stirke der Immunfluoreszenz unter aeroben und anaeroben Wachstumsbedingungen
von 24 invasiven und 20 nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen unter Beriicksichtigung der

Genomovare
Nr. Stamm Genomovar Invasivitat/ Stiarke der Immunfluoreszenz
Literaturreferenz

1. LMG 18821 I invasiv [72] AN <A
2. LMG 17567 II nicht-invasiv AN <A
3. R-18189 II nicht-invasiv [58] AN <A
4. LMG 16660 II invasiv [72, 129] AN <A
5. LMG 18825 I invasiv [72, 82] AN <A
6. LMG 18822 II nicht-invasiv [72, 111] AN <A
7.  R-15925 II nicht-invasiv AN <A
8. R-13130 I invasiv AN <A
9. LMG 18829 I invasiv [66, 72] AN <A
10. LMG 16659 I invasiv [72, 106] AN <A
11. R-10965 I nicht-invasiv [111] AN <A
12. R-6116 I nicht-invasiv [111] AN <A
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Nr. Stamm Genomovar Invasivitat/ Starke der Immunfluoreszenz

Literaturreferenz
13. R-5143 \'% nicht-invasiv AN <A
14. R-14500 II invasiv [102] AN=A
15. R-12964 II invasiv AN=A
16. R-13075 II invasiv [102] AN=A
17. R-1451 II nicht-invasiv [111] AN=A
18. R-10269 I invasiv [26] AN=A
19. LMG 13013 I invasiv [26] AN=A
20. R-14086 I invasiv AN=A
21. LMG 18828 I invasiv [71, 72, 111] AN=A
22. LMG 18830 I invasiv [71, 72] AN=A
23. LMG 16658 I invasiv AN=A
24. LMG 16654 I invasiv [33, 72] AN=A
25. R-1445 I nicht-invasiv [111] AN=A
26. R-1449 I nicht-invasiv[111] AN=A
27. LMG 16656 I invasiv [34, 72] AN=A
28. LMG 14939 I nicht-invasiv [26] AN=A
29. LMG 14294 v nicht-invasiv [26] AN=A
30. LMG 18944 VI invasiv [65] AN=A
31. R-13052 11 invasiv [26] AN> A
32. LMG 16775 II nicht-invasiv AN>A
33. R-1446 II nicht-invasiv [111] AN> A
34, R-6292 II nicht-invasiv AN> A
35. R-731 II nicht-invasiv [111] AN> A
36. R-922 I nicht-invasiv [58] AN> A
37. R-1471 I invasiv [71, 111] AN > A
38. R-15291 I invasiv AN> A
39. R-4194 I invasiv AN> A
40. R-9932 I invasiv AN> A
41. R-1448 I nicht-invasiv [111] AN> A
42. R-655 I nicht-invasiv [111] AN> A
43. R-9504 I nicht-invasiv AN> A
44, R-15274 \% invasiv AN> A

Die untersuchten 44 invasiven und nicht-invasiven B. cepacia-Stimme verhielten sich unter
anaeroben Wachstumsbedigungen in der Stirke ihrer Immunfluoreszenz-Signale sehr
unterschiedlich. Die Immunfluoreszenz-Signale der verschiedenen B. cepacia-Stamme waren anaerob
entweder stirker (AN>A) oder gleichstark (AN=A) oder schwicher (AN<A) als aerob.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenzmikroskopische Bilder von B. cepacia. Einfluss von anaeroben
(links) und aeroben (rechts) Wachstumsbedingungen auf die Reaktion des BC408-Antiserums mit
B. cepacia. Die untersuchten Stdmme verhielten sich in der Stérke ihrer Immunfluoreszenz-Signale sehr
heterogen: anaerob stérkeres Fluoreszenzsignal als aerob (A+B), anaerob gleichstarkes Signal wie aerob
(C+D), anaerob schwicheres Signal als aerob (E+F). Es war kein Zusammenhang zwischen der Stérke
der Immunfluoreszenz-Signale und dem Invasionsverhalten der B. cepacia-Stimme nachweisbar
(p>0,05).
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3.5 Quantitative EPS-Bestimmung

3.5.1 Semiquantitative Untersuchung der Stirke der Reaktion des BC408-

Antiserums mit B. cepacia mittels Dot blot

Unter der Annahme, dass das BC408-Antiserum spezifisch mit B. cepacia-EPS reagiert,
wurde  versucht, die = EPS-Produktion wunter aeroben und anaeroben
Wachstumsbedingugen semiquantitativ zu ermitteln. Der Versuch wurde mit den

Stammen IST 408 und ATCC 17765 durchgefiihrt.

I:1 1:10 1:100 1:1000 K
IST 408 +0O,

IST408-0, @ '

ATCC 17765 +0, @

ATCC 17765 -0, @

Abbildung 7: Dot blot zur semiquantitativen EPS-Bestimmung. Reaktion des BC408-Antiserums mit
den Uberstinden anaerober und aerober Fliissigkulturen verschiedener B. cepacia-Stimme zur
semiquantitativen Bestimmung der enthaltenen EPS-Mengen. Die Staimme IST 408 und ATCC 17765
wurden anaerob (-O,) 5 Tage und aerob (+0O,) einen Tag in S-Medium angeziichtet. Nach Zentrifugation
der Fliissigkulturen wurden die unverdiinnten Uberstinde (1:1) und Verdiinnungen im Verhiltnis von
1:10, 1:100 und 1:1000 auf den blot aufgetragen. Aufgrund der geringen Intensititunterschiede der
Signale zwischen anaerobem und aerobem Ansatz konnte keine semiquantitative Aussage iiber die EPS-
Menge gemacht werden. Die Kontrolle (K) mit S-Medium reagierte negativ.

Es zeigte sich eine starke Reaktion des BC408-Antiserums mit den unverdiinnten
Uberstéinden der Fliissigkulturen der beiden Stimme. Beim optischen Vergleich der
Schwirzung zwischen aerobem und anaerobem Ansatz konnte bei IST 408 kein
Unterschied festgestellt werden. Der aerobe Ansatz bei ATCC 17765 zeigte eine
geringfligig schwichere Schwirzung als der anaerobe Ansatz. Beim ersten

Verdiinnungsschritt des Uberstandes im Verhilnis von 1:10 konnte im Gegensatz zum
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unverdiinnten Ansatz bei beiden Stammen sowohl aerob als auch anaerob ein deutlich
schwicheres Signal nachgewiesen werden. Die schwachen Schwérzungen des ersten
Verdiinnungsschrittes unterschieden sich sowohl bei IST 408 als auch bei ATCC 17765
im aeroben und anaeroben Ansatz nicht in ihrer Intensitit. Bei allen weiteren
Verdiinnungsstufen (im Verhélnis von 1:100 und 1:1000) waren keine Schwérzungen
mehr nachweisbar. Der Kontrollspot mit S-Medium reagierte mit dem BC408-
Antiserum nicht (Abbildung 7). Die Methode scheint nur bedingt zur Quantifikation der
EPS geeignet zu sein. Durch die Verdiinnungsschritte konnten nur Unterschiede in der
EPS-Produktion detektiert werden, die das 10-, 100- oder 1000-fache des unverdiinnten
Ansatzes betrugen. Da schon bei einer Verdiinnung im Verhéltnis von 1:10 kaum mehr
ein Signal sichtbar war, konnte davon ausgegangen werden, dass die Unterschiede in
der EPS-Produktion zwischen aerobem und anaerobem Wachstum unter dem 10-fachen

lagen.

3.5.2 Biochemische EPS-Quantifizierung

Da es weder mit der indirekten Immunfluoreszenz noch mit dem Dot blot moglich war,
die EPS-Produktion unter anaeroben Wachstumsbedingungen von B. cepacia exakt zu
quantifizieren, wurde mit der biochemischen Methode nach Blumenkrantz et al.
versucht, die EPS-Menge zu bestimmen. Die photometrischen Messungen ergaben
jedoch bei den untersuchten B. cepacia-Stammen (IST 401, IST 408, ATCC 17765,
ATCC 17616 und ATCC 25416) trotz Mehrfachbestimmungen keine realistischen
Werte, da die gemessenen Plattenleerwerte hohere Extinktionen als die bewachsenen
Platten aufwiesen. Die mehrfachbestimmten Werte verhielten sich innerhalb einer
Messreihe konstant, so dass der Test an sich stabil zu sein schien. Um unspezifische
Reaktionen des Blumenkrantz-Tests mit den Bestandteilen des S-Mediums
auszuschliefen, wurden die einzelnen Bestandteile des S-Mediums mit dem
Blumenkrantz-Test getestet. Es stellte sich heraus, dass nicht nur Glucose, die im
Versuch durch Dialyse aus den Proben entfernt wurde, sondern auch das Bacto™™ Yeast
Extract positiv im Blumenkrantz-Test reagierten. Da die Substanzen nicht mit
Sicherheit aus den Proben zu eliminieren waren, wurden keine weiteren Versuche mit

dem Blumenkrantz-Test durchgefiihrt. Auf eine Darstellung der Messergebnisse wurde
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verzichtet. Die Ergebnisse des Pierce-Assays zu Proteinbestimmung waren somit auch

bedeutungslos und sind nicht abgebildet.
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4 DISKUSSION

Neben P. aeruginosa und S. aureus ist B. cepacia ein weiterer wichtiger pathogener
Erreger, der durch den genetisch bedingten Defekt bei CF zur chronischen
Lungeninfektion mit Zerstorung des Lungenparenchyms flihrt [24, 68]. Die Infektion
mit diesem multiresistenten Organismus [88] stellt fiir CF-Patienten eine
ernstzunehmende Bedrohung dar, da es neben einem chronischen Infektionsverlauf in
20% der Félle zu einer akuten Infektion mit Sepsis (B. cepacia-Syndrom) kommt, an
der die Patienten innerhalb kurzer Zeit versterben [54]. Aufgrund des endemieartigen
Auftretens vor allem in Nordamerika und Grofbritannien mit Infektionsraten von mehr
als 40% [57] zogen einige CF-Zentren daraus die Konsequenz, B. cepacia-positive
Patienten zu isolieren. Obwohl aus diesen schwerwiegenden Tatsachen -eine
zuverldssige und klinisch schnell zu stellende Diagnose flir die betroffenen
CF-Patienten unabdingbar erscheint, konnte B. cepacia durch seine geno- und
phidnotypische Vielfalt bisher nur mittels umfangreicher molekulargenetischer
Methoden sicher identifiziert und phylogenetisch seinen Genomovaren zugeordnet

werden.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit ein Antiserum, das aus
gereinigtem EPS des B. cepacia-Stammes IST 408 hergestellt wurde (BC408-
Antiserum), auf seine Spezifitdt hin getestet, B. cepacia zu identifizieren. Aufgrund
neuerer Untersuchungen, die zeigten, dass P. aeruginosa und S. aureus auf das
anaerobe Milieu im ASL von CF-Lungen mit einer erhohten Alginat [131] bzw. PIA-
Produktion reagieren [23] und damit zur chronischen Lungeninfektion bei CF fiihren,
wurde dariiber hinaus die Stdrke der Reaktion des BC408-Antiserums mittles indirekter
Immunfluoreszenz bei 24 invasiven und 20 nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen unter
anaeroben und aeroben Wachstumsbedingungen untersucht. Dabei wurde gleichzeitig
der Zusammenhang zwischen den phénotypischen Verdnderungen der B. cepacia-
Stimme unter anaeroben Wachstumsbedingungen in vitro und ihrem Invasions-

verhalten, das aufgrund von Literaturangaben definiert wurde, tiberpriift.

Obwohl zahlreiche Methoden existieren, um B. cepacia zu identifizieren, gibt es bislang

kein geeignetes Verfahren, um in mikrobiologischen Routinelabors eine B. cepacia-
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Infektion klinisch schnell und zuverldssig zu stellen [19]. In zahlreichen Studien wurde
gezeigt, dass es bei phédnotypischen Bestimmungsverfahren wie Selektivmedien,
biochemischen Analyseverfahren oder kommerziellen Testverfahren hiufig zu
Missidentifikationen kommt [41, 60, 80, 104, 121]. Obwohl deshalb eine Vielzahl von
molekulargenetischen Methoden entwickelt wurde, ist es bisher notwendig, die
unterschiedlichen Verfahren zu kombinieren [19], um andere zur Burkholderia spp.
gehorende Bakterien, wie zum Beispiel B. gladioli, von den Mitgliedern des B. cepacia
Komplexes eindeutig unterscheiden zu konnen. Sogar eine Methode wie der AFLP-
Fingerabdruck, der auf eine Vielzahl von Organismen angewendet werden kann und der
ein hohes Differenzierungsvermdgen und eine hohe Reproduzierbarkeit besitzt [52, 55,
89, 98], kann nicht alle Mitglieder des B. cepacia-Komplexes eindeutig identifizieren
[16, 17, 18] und stellt zudem ein duBerst zeitaufwendiges und kostenintensives
Verfahren dar [85]. Andere auf PCR basierende Methoden, die auf -einer
Sequenzanalyse der 16S oder 23S DNA bzw. der 16S RNA beruhen [4, 64, 128], sind
verhéltnismédBig einfacher in der Durchfiihrung, verlangen aber einiges an
Erfahrungspotential bei der Auswertung der Ergebnisse und konnen aufgrund der
geringen Variation im rRNA-Operon nicht alle Mitglieder des B. cepacia-Komplexes
voneinander unterscheiden. Deshalb wurde von Mahenthiralingam et al. ein
Identifikationsverfahren entwickelt, das auf der Sequenzanalyse des recA-Gens beruht
und damit ein hoheres Differenzierungsvermdgen besitzt. Viele dieser Nachweis-
verfahren mittels PCR wurden jedoch vor der Entdeckung der Vielfdltigkeit des
B. cepacia-Komlexes etabliert, so dass manche PCR-Primer nicht zu Verfiigung stehen
[19, 72]. Andere Verfahren, die iiber unterschiedliche Protein- oder Fettsdureprofile in
der Gelelektrophorese versuchen, B. cepacia zu charakterisieren, sind einfach in der
Durchfiihrung und koénnen auf eine Vielzahl von Organismen angewendet werden. Es

wurden jedoch auch hier Missidentifikationen beschrieben [123, 124].

Aufgrund der bereits genannten gesellschaftlichen Konsequenzen [37, 126] und des
individuellen Risikos einer B.-cepacia-Infektion fiir CF-Patienten [54] ist es
erwiinschenswert, ein giinstiges und schnelles Nachweisverfahren fiir B. cepacia zu
entwickeln. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz
gezeigt, dass das BC408-Antiserum in der Lage war, 101 von 102 untersuchten

B. cepacia-Stammen, die sich aus einer repridsentativen Anzahl von Vertretern aller
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bisher identifizierten Genomovare (I-X, X miindliche Information von Prof. Dr. Peter
Vandamme) zusammensetzten, nachzuweisen. Nur ein einzelner Stamm des
Genomovars IX (R-14497) konnte vom BC408-Antiserum nicht markiert werden. Da
jedoch alle weiteren sieben untersuchten Stimme des Genomovars IX mit dem
BC408-Antiserum reagierten, liegt der Verdacht nahe, dass es sich bei dem Stamm
R-14497 eventuell nicht um ein Mitglied des B. cepacia-Komplexes handelt. Diese
Vermutung sollte mit Hilfe molekulargenetischer Methoden erneut {iberpriift werden.
Mit den Ergebnissen der Kontrollexperimente, die an verschiedenen S. aureus-,
S. pneumoniae- und P. aeruginosa-Stammen durchgfiihrt wurden und in denen das
BC-408-Antiserum mit keinem dieser Stimme positiv reagierte, konnte demonstriert
werden, dass das BC408-Antiserum in der Lage ist, B. cepacia von diesen Spezies zu
differenzieren. Die Beobachtung, dass bei der Untersuchung der 102 Stimme mittels
indirekter Immunfluoreszenz hédufig nicht alle im Blickfeld unter DAPI markierten
Bakterien auch durch das BC408-Antiserum dargestellt werden konnten, ist ein Hinweis
dafiir, dass das BC408-Antiserum spezifisch B. cepacia-Stibchen markiert. Ein weiterer
Beweis fiir die Spezifitit des BC408-Antiserums fiir B. cepacia wurde durch die
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung des B. cepacia-Sputums eines
CF-Patienten erbracht, bei dem einzelne B. cepacia-Stibchen und B. cepacia-
Mikrokolonien dargestellt wurden, ohne dass dabei das BC408-Antiserum mit anderen
zahlreich vorhandene Strukturen im Sputum reagierte. Um allerdings sicher zu
beweisen, dass es sich bei den markierten Bakterien um B. cepacia handelt, miisste
neben der Markierung durch das BC408-Antiserum in einer Doppelfirbung eine zweite
unabhingige Farbung von B. cepacia-DNA, zum Beispiel mittels Fluoreszenz in situ

Hybridisierung (FISH) [44], erfolgen.

Es wurden deshalb in der vorliegenden Arbeit fiinf molekulargenetisch typisierte
B. cepacia-Staimme mittels FISH untersucht. Die positiven Fluoreszenz-Signale der
hybridisierten B. cepacia-Bakterien waren allgemein relativ schwach. Der Kontroll-
versuch mit P. aeruginosa PA 01 war deutlich negativ. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die flinf untersuchten B. cepacia-Stimme mittels FISH identifiziert werden
konnten. Auf die Abbildung der Ergebnisse wurde allerdings verzichtet, da sich die
schwachen Fluoreszenz-Signale auf einem Papierausdruck nicht darstellen lieBen. Die

Ergebnisse der FISH entsprechen denen einer Studie von Hogardt et al., in der
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B. cepacia mittels FISH in CF-Sputa identifiziert, jedoch von schwachen Fluoreszenz-
Signalen der hybridisierten Bakterien berichtet wurde [44]. Allerdings wurden die
Ergebnisse von Hogardt et al. nicht mittels molekulargenetischer Methoden weiter
verifiziert. Dariiber hinaus berichten Hogardt et al., dass es aufgrund der hohen
Viskositdt der Sputa und der Bildung von dichten Bakterien-Clustern nicht mdglich
war, die im Sputum vorhandene Zellzahl von B. cepacia-Bakterien mit FISH genau zu
bestimmen [44]. Da FISH auf der Hybridisierung von Bakterien-DNA mit spezifischen
Oligonukleotid-Sonden basiert, konnte sich fiir die Bakterienidentifikation mittels FISH
ein zum Nachweisverfahren von B. cepacia mittels PCR analoges Problem ergeben
[19], da aufgrund neuerer phylogenetischer Erkenntnisse {iber den B. cepacia-Komplex
die Sonden entweder veraltet oder fiir kiirzlich entdeckte B. cepacia noch nicht zu

Verfligung stehen.

Zusammenfassend ist das untersuchte BC408-Antiserum in der Lage, zahlreiche
molekulargenetisch typisierte und in Reinkultur vorliegende B. cepacia-Stamme aller
bisher bekannten Genomovare zu identifizieren. Dariiber hinaus deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass das BC408-Antiserum B. cepacia auch im Sputum von CF-Patienten
detektieren kann. Um jedoch das BC408-Antiserum als ein schnelles und sicheres
Verfahren zur Detektion von B. cepacia zu etablieren, sind noch eine Anzahl von
Versuchen notwendig. So miissen weitere Bakterienfamilien und Vertreter der
Burkholderia spp. auf unspezifische Reaktionen mit dem BC408-Antiserum getestet
werden. AuBBerdem muss bei einer Reihe von B. cepacia-Sputa nachgewiesen werden,
dass das BC408-Antiserum unter verschiedenen Voraussetzungen, wie zum Beispiel
einer geringen Anzahl von B. cepacia-Bakterien im Sputum, einer hohen Viskositét des
Sputums oder der Mehrfachbesiedelungen des Sputums durch andere pathogene

Bakterien, in der Lage ist, B. cepacia sicher nachzuweisen.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich aufgrund der Erkenntnisse iiber die Entstehung
der chronischen Lungeninfektion bei CF durch P. aeruginosa [131] mit dem Einfluss
von anaeroben Umweltbedingungen auf den Phénotyp von B. cepacia. Studien an
P. aeruginosa zeigten, dass bewegliche P. aeruginosa nicht, wie zuvor angenommen,
an das Respirationsepithel in CF-Lungen adhérieren [25], sondern sich an die Mucine

der ASL anlagern, um dann in die ASL einzuwandern. Weiterhin wurde nachgewiesen,
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dass aufgrund des nahezu anaeroben Milieus in der ASL von CF-Lungen P. aeruginosa
seine phénotypische Erscheinung dndert, indem diese Bakterien auf den Stressfaktor
Anaerobiosis mit einer stark erhohten Alginatproduktion reagieren [131]. Auf diese
Weise bilden sich in der ASL von CF-Lungen stationédre P. aeruginosa Makrokolonien,
die durch den sie umgebenden EPS-Mantel vor der Wirkung der PMN und vor
Antibiotika geschiitzt sind und zu einer chronischen Lungeninfektion bei CF fiihren
[131]. Neben P. aeruginosa wurde auch bei S. aureus und S. epidermidis eine Induktion
der PIA-Produktion unter anaeroben Wachstumsbedingungen beschrieben [23]. Da
ebenso bei B. cepacia von einer EPS-Bildung [91] und Biofilmformation in vitro [14,
27, 48, 83] berichtet wird, vermutet man hierin einen Grund fiir persistierende

B. cepacia-Lungeninfektionen.

Der Einfluss von anaeroben Wachstumsbedingungen auf die EPS-Produktion von
B. cepacia wurde bislang noch nicht untersucht. Uber welchen Mechanismus
CF-Patienten im Falle einer Infektion mit B. cepacia nicht nur an chronischen, sondern
auch an akuten Lungeninfektionen mit Bakteridimie erkranken [50], konnte bislang nicht
eindeutig geklart werden [101]. Allerdings setzt eine akut ablaufende Lungeninfektion
mit Bakteridmie ein invasives Verhalten von beweglichen Bakterien voraus. Es wurde
in vitro nachgewiesen, dass verschiedene B. cepacia-Stimme iiber die Féhigkeit
verfligen, menschliche Epithelzellen und Makrophagen zu penetrieren und in ihnen zu
iberleben [10, 59, 73, 95, 96]. Welchen Stellenwert dabei die einzelnen
Virulenzfaktoren von B. cepacia besitzen, wurde bislang noch nicht eindeutig geklart.
Tomich et al. zeigten, dass die durch Flagella vermittelte Motilitdt einen Faktor
darstellt, der dazu beitrdgt, dass B. cepacia in das Respirationsepithel eindringen kann
[117]. Da CF-Patienten von B. cepacia-Stammen der Genomovare II [102] und III [67]
besiedelt werden, wurde vor allem innerhalb dieser Genomovare nach spezifischen
Virulenzeigenschaften, die das invasive Verhalten erkldren sollten, gesucht. Allerdings
konnte die Hypothese, dass Oberflachenpili, die nur bei Genomovar-I1I-Stimmen der
ET12 Linie (Edinburgh-Toronto) exprimiert werden, fiir die Invasivitdt verantwortlich
seien [97], widerlegt werden, indem Keig ef al. in einer Studie an Respirationsepithel
demonstrierten, dass Stimme der Genomovare II und III zwar insgesamt invasiver als
Stimme der Genomovare I, IV, V sind, dieser Unterschied aber nicht an das

Vorhandensein von Oberflidchenpili gebunden ist [59]. Ein weiterer empirischer Grund,
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der ebenfalls gegen die Hypothese der Oberflichenpili spricht, ist die Tatsache, dass
eine Infektion durch B. cepacia-Stamme anderer Genomovare, die nicht {iber
Oberfliachenpili verfiigen, auch zum B. cepacia-Syndrom fiihren kann [65]. Da jedoch
eine Infektion mit einem hochvirulenten B. cepacia-Stamm nicht grundsitzlich mit
einer Bakteridimie einhergeht, scheint der Verlauf einer B. cepacia-Infektion nicht nur
von den Virulenzeigenschaften der Bakterien, sondern auch von der Immunkompetenz
des jeweilig betroffenen Individuums abhingig zu sein [34, 123]. Schwab et al.
untersuchten in vitro an hochdifferenziertem humanen Respirationsepithel den
Zusammenhang von Invasionsverhalten verschiedener B. cepacia-Staimmen der
Genomovare II, III, IV und ihrer Biofilmbildung [101]. Dabei stellten sie fest, dass alle
Stimme in der Lage waren, das Respirationsepithel zu penetrieren, dabei aber
unterschiedliche Wege, ndmlich einen Biofilm-abhingigen und einen Biofilm-
unabhidngigen Weg, benutzten. So gelangte der B. cepacia-Stamm des Genomovars 11
in das Respirationsepithel, indem er durch den gebildeten Biofilm die oberflachliche
Epithelschicht zerstorte. Im Gegensatz dazu wurde der Genomovar IV-Stamm, der
keinen Biofilm ausbildete, zwischen und in den Zellen des Respirationsepithels
gefunden, ohne dass er dabei die Integritdt des Epithels beschiddigte. Bei dem Stamm
des Genomovars II konnten beide Invasionwege, der Biofilm-abhingige und der
Biofilm-unabhédngige, nachgewiesen werden [101]. Leider wurden diese Versuche
jedoch nur an einem Vertreter des jeweiligen Genomovars und an Zellkulturen
durchgefiihrt, so dass verallgemeinernde Aussagen iiber das Invasionsverhalten
innerhalb eines Genomovars hier nur schwer getroffen werden konnen. AuBBerdem blieb

der Einfluss von anaeroben Wachstumsbedingungen auf die Biofilmbildung unbeachtet.

Um neue Erkenntnisse iliber das phidnotypische Verhalten von B. cepacia unter
anaeroben Wachstumsbedingungen zu gewinnen, wurden in der vorliegenden Arbeit 24
invasive und 20 nicht-invasive B. cepacia-Stimme mit dem BC408-Antiserum, das aus
gereinigtem EPS des B. cepacia-Stammes IST 408 hergestellt wurde, untersucht. Dabei
sollte gleichzeitig gepriift werden, ob ein Zusammenhang zwischen den phinotypischen
Verdnderungen unter anaeroben Wachstumsbedingungen und der Invasivitit von
B. cepacia besteht. Die Einteilung der Stimme nach ihrer Invasivitdt wurde retrospektiv
am Verlauf der Infektion bei einzelnen CF-Patienten getroffen, indem Stdmme, die das

sogenannte B. cepacia-Syndrom auslosten, als ,,invasiv® und Stdmme, deren Infektion
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durch einen stabilen klinischen Verlauf gekennzeichnet war, als ,nicht-invasiv
charakterisiert wurden (Literaturangaben in Tabelle 1). Der Versuch wurde geblindet
durchgefiihrt, das heiflt erst nach Erhebung der Ergebnisse in der Immunfluoreszenz
wurden die Angaben iiber die Invasivitit der B. cepacia-Stimme von Prof. Dr. Peter
Vandamme mitgeteilt. Unter der Annahme, dass das BC408-Antiserum spezifisch mit
B. cepacia-EPS reagiert, sollte einerseits untersucht werden, ob bei nicht-invasiven
B. cepacia-Staimmen die EPS-Produktion unter anaeroben Bedingungen analog zu
P. aeruginosa [131] gesteigert wird, was ein Hinweis darauf wire, dass diese Bakterien
vermehrt in der Lage sind, Biofilm zu bilden und somit eine chronische Infektion zu
unterhalten. Andererseits sollte tiberpriift werden, ob invasive B. cepacia-Stimme kein
oder weniger EPS produzieren und damit auf diesem Weg eventuell eine akute
B. cepacia-Infektion auslosen konnten, da die Bakterienmotilitdt in diesem Fall nicht

durch EPS eingeschrinkt wire.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung konnte kein Zusammenhang
zwischen der Stirke der Reaktion des BC408-Antiserums und der Invasivitdt der
untersuchten B. cepacia-Stimmen festgestellt werden. Nur 8 der 20 nicht-invasiven
Stimme  wiesen unter anaeroben  Wachstumsbedingungen ein  stdrkeres
Immunfluoreszenz-Signal als aerob auf, wohingegen die Fluoreszenz-Signale der
restlichen 16 nicht-invasiven B. cepacia-Stimme anaerob entweder gleichstark wie die
aeroben oder aber schwiicher waren. Ahnlich verhielt es sich mit den invasiven
B. cepacia-Stammen. So wurden bei allen invasiven B. cepacia-Stimmen sowohl im
aeroben als auch im anaeroben Ansatz Fluoreszenz-Signale nachgewiesen. Dabei wurde
bei 6 der insgesamt 24 invasiven B. cepacia-Stimme anaerob eine stéirkeres
Fluoreszenz-Signal als aerob festgestellt. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die Starke
der Reaktion des BC408-Antiserums unabhingig von der Genomovarzugehorigkeit der
untersuchten B. cepacia-Stamme war. Unter der Annahme, dass das BC408-Antiserum
spezifisch mit B. cepacia-EPS reagiert, wiirde das bedeuten, dass die EPS-Produktion
bei nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen im anaeroben Milieu nicht grundsitzlich
induziert ist und sowohl invasive als auch nicht-invasive B. cepacia-Stamme unter

anaeroben Wachstumsbedingungen in gleichem Maf3e EPS produzieren konnen.
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Um die Spezifitidt des BC408-Antiserums gegen B. cepacia-EPS weiter zu verifizieren,
wurden mittels Dot blot zahlreiche Substanzen auf ihre Reaktion mit dem BC408-
Antiserum getestet. Es reagierten Alginat, Glucose, Albumin und PBS negativ,
wohingegen eine Reihe von isolierten und gereinigten B. cepacia-EPS (EPS-BC408,
EPS-BTS3, EPS-BTSS5 und EPS-BTS13) mit dem BC408-Antiserum positiv reagierten.
Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass das BC408-Antiserum 101 B. cepacia-
Stimme immunfluoreszenzmikroskopisch identifizierte, jedoch mit keinen der
untersuchten S. aureus-, S. pneumoniae- und P. aeruginosa-Stimmen unspezifisch
markierte. Ein weiterer Beweis dafiir, dass das BC408-Antiserum spezifisch an
Oberflachenepitope von B. cepacia-Stéibchen bindet, ist die Tatsache, dass sich in der
indirekten Immunfluoreszenz nicht grundsétzlich alle Bakterien mit dem BC408-
Antiserum positiv darstellten, so dass in mehreren Féllen mit dem Filter fiir die
DAPI-Firbung im Blickfeld 100% blau-fluoreszierende B. cepacia-Stébchen,
gleichzeitig aber unter dem CY3-Filter fiir die Markierung mit dem BC408-Antiserum
und unverdnderten Einstellungen am Mikroskop weniger als 100% entsprechend
gelb-fluoreszierende B. cepacia-Stibchen zu beobachten waren. Im Rahmen der
Herstellung des BC408-Antiserums (Prof. Dr. Jorge Leitdo am Institut fiir Allgemeine
Hygiene und Umwelthygiene in Tiibingen, Deutschland) wurde nach der Aufreinigung
des EPS-BC408 ein Limulus-Test auf LPS durchgefiihrt. Dieser ergab keine Aktivitdt
fiir LPS. Obwohl damit zahlreiche Fakten fiir die Spezifitit des BC408-Antiserums
gegen B. cepacia-EPS sprechen, konnen unspezifische Reaktionen des BC408-
Antiserums mit letzter Sicherheit nicht ausgeschlossen werden. Es ist bekannt, dass sich
LPS stirker immunogen als EPS verhalten [134]. Daher konnten geringe Mengen von
LPS unterhalb der Nachweisgrenze des Limulus-Tests durchaus zu Verunreinigungen
des BC408-Antiserums geflihrt haben. Deshalb ist es notwendig, die Spezifitdt des

BC408-Antiserums fiir EPS in Untersuchungen weiter zu tiberpriifen.

Da die Methode der indirekten Immunfluoreszenz keine exakten quantitativen Aussagen
iiber die EPS-Synthese zuldsst und nur semiquantitative Angaben iiber die optische
Starke der Fluoreszenz-Signale wie ,,schwicher®, ,stirker* oder ,,gleichstark® gemacht
werden konnten, wurde mit dem Blumenkrantz-Test [6], einer vom BC408-Antiserum
unabhédngigen biochemischen Methode zur EPS-Quantifikation, versucht, die EPS-

Produktion zu messen. Aufgrund von unspezifischen Reaktionen des Tests war es
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jedoch nicht moglich, mit der Methode nach Blumenkrantz et al. die EPS-Menge zu
quantifizieren. Auch der Dot blot erwies sich fiir die semiquantiative EPS-Bestimmung
von B. cepacia als unzureichend sensitiv. Daher scheinen weitere Untersuchungen auch

auf diesem Gebiet notwendig zu sein.

Der Einfluss anaerober Wachstumsbedingungen auf die Invasivitit von B. cepacia
konnte mit Hilfe des BC408-Antiserums nicht gekliart werden. Die Hypothese, dass eine
verringerte EPS-Produktion von B. cepacia mit einer vermehrten Invasivitét korreliert,
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht verifiziert werden. Andere Faktoren, wie
Defensine [88] oder Serinproteasen [28], konnen zusétzlich in das komplexe
pathogenetische Geschehen eingebunden sein. Der Einfluss der Biofilmproduktion auf
die Pathogenese der chronischen wie auch der akuten B. cepacia-Lungeninfektion
bedarf weiterer Untersuchungen. Es wurde jedoch gezeigt, dass das BC408-Antiserum
in der Lage ist, 101 B. cepacia-Stamme als auch B. cepacia-Bakterien in CF-Sputum zu
identifizieren. Fiir die Etablierung des BC408-Antiserums als ein schnelles und
kostengiinstiges Nachweisverfahren fiir B. cepacia ist es unerlédsslich, weitere

Untersuchungen beziiglich seiner Spezifitdt durchzufiihren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der duBlerst heterogene Organismus Burkholderia cepacia ist trotz zahlreicher zur
Verfiigung stehender Bestimmungsmethoden schwierig zu identifizieren. Bei Patienten
mit Zystischer Fibrose (CF) flihrt B. cepacia neben einer chronischen auch zu einer
akuten Lungeninfektion mit Bakteridmie. Es ist noch nicht geklirt, welchen Einfluss die
Biofilmbildung bei B. cepacia im anaeroben Milieu des Oberflachenfliissigkeitsfilms in
CF-Lungen auf den unterschiedlichen Infektionsverlauf bei CF-Patienten besitzt. Vor
diesem Hintergrund wurden 102 B. cepacia-Stimme aller zehn Genomovare, darunter
20 nicht-invasive und 24 invasive B. cepacia-Stimme, unter anaeroben und aeroben
Wachstumsbedingungen mit Hilfe eines aus B. cepacia-Exopolysaccharid gewonnenen
Antiserums (BC408-Antiserum) immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dariiber
hinaus wurde iiberpriift, ob das BC408-Antiserum in der Lage ist, B. cepacia im
Sputum eines CF-Patienten zu detektieren. Das BC408-Antiserum konnte 101 der 102
B. cepacia-Stimme sowie Mikrokolonien im Sputum des CF-Patienten identifizieren. In
analogen Untersuchungen mit Staphylococcus aureus-, Streptococcus pneumoniae- und
Pseudomonas aeruginosa-Stimmen reagierte das BC408-Antiserum mit keinem der
untersuchten Stdmme. Bei 25% der invasiven B. cepacia-Stimme und bei 40% der
nicht-invasiven B. cepacia-Stémme waren die Immunfluoreszenz-Signale anaerob
stiarker als aerob. Die heterogenen Ergebnisse der phénotypischen Untersuchung von
invasiven und nicht-invasiven B. cepacia-Stimmen spiegeln somit die genotypische
Vielfalt des B. cepacia-Komplexes wider. Aufgrund der hohen Spezifitit des
BC408-Antiserums stellt die indirekte Immunfluoreszenz ein schnelles und

kostengiinstiges Nachweisverfahren von B. cepacia dar.
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