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1 EINLEITUNG

1.1 Bakterienflora von Haut und Schleimhauten

1.1.1 Grundlagen

Den Eingang des Verdauungsapparates bildet die Mundhohle. Die
Mundschleimhaut besteht aus mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel. Der
Rachen ist ein 12-15 cm langer Schlauch, der gleichzeitig Mundhdhle und
Osophagus sowie Nasenhdhle und Kehlkopf verbindet. Seine epitheliale
Auskleidung zeigt Ubergdnge zwischen mehrschichtig unverhorntem
Plattenepithel oralwarts, mehrschichtigem Flimmerepithel laryngeal- und
mehrreihigem (respiratorischem) Flimmerepithel tracheawarts. Am Ringknorpel
beginnt die Trachea. Der untere Respirationstrakt, das Bronchialgebiet und die
Alveolen sind in der Regel keimfrei, ebenso die Nasennebenhdhlen. Hierfur
sind strukturelle (Flimmerepithel) und immunologische Faktoren verantwortlich.
Im Gegensatz dazu weisen Mundhdhle und Rachen eine dichte bakterielle
Besiedelung auf. In 1 ml Speichel befinden sich etwa 10° Mikroorganismen.
Dabei wirkt sich das Vorhandensein verschiedener Epithelarten auf die
Zusammensetzung der jeweiligen Bakterienflora aus (BRANDIS H. und
SCHAAL K.P.1988).

1.1.2 Die Rolle der Normalflora bei Gesunden

Eine Reihe von Mikroorganismen hat sich darauf spezialisiert, auf der Haut oder
den Schleimhauten des Menschen zu leben, ohne Infektionen zu verursachen.

Diese ,Kommensalen® bilden die sogenannte Normal- oder Standortflora. Bei



intakten Schutzeinrichtungen sind die Bakterien der Normalflora fir den Trager
apathogen.

Tritt eine Schwachung der naturlichen Resistenz- oder Immunitatslage des
Wirtes ein, so vermogen bestimmte Spezies jedoch eine Infektion auszuldsen.
Sie nutzen die Stérung des Gleichgewichts aus, um sich Uber das
physiologische Mal} hinaus zu vermehren oder in Kérperregionen vorzudringen,
die sonst keimfrei sind. Man bezeichnet solche Bakterien daher als
opportunistische Krankheitserreger oder als fakultativ pathogen. Infektionen, die
von Bakterien der individuellen Normalflora ausgehen, werden als endogene
Infektion bezeichnet. Eine Sonderstellung weisen Bakterien wie Staphylococcus
aureus, B-hamolysierende Vertreter der Gattung Streptococcus, Neisseria
meningitidis, Corynebacterium diphtheriae und Vertreter der Gattung
Salmonella auf, die als ,prinzipiell pathogen® gelten, sich aber unter bestimmten
Bedingungen vermehren kénnen, ohne zu einer Erkrankung ihres Wirtes zu
fuhren. Menschen, die solche Bakterienbesiedelungen aufweisen, nennt man
Keimtrager. Erreger, die in jedem Fall eine Infektionskrankheit hervorrufen
werden dagegen als ,strikt pathogen® bezeichnet. (HAHN H. und BRANDIS H.
1988; MACKOWIAK P.A. 1982; SHARP S.E. 1999).

Die Normalflora wird auch ,residente Flora“ genannt, da die ihr angehdrenden
Spezies ein spezielles Haftvermdgen (Adhasion) flur das besiedelte Epithel
entwickelt haben. (ANDERSSON B. et al. 1988; BEACHEY E.H. 1981;
FALKOW S. 1990; HASTY D.L. et al. 1992; JENKINSON H.F. und LAMONT
R.J. 1997; VON HUNOLSTEIN C. et al. 1993) Dadurch sind sie bestandig und
konnen durch Waschen, Zahneputzen oder Spullungen nur wenig reduziert
werden (BOWDEN G.H. und HAMILTON [.R. 1998). Die Bakterien der
Normalflora erflllen eine Vielzahl an Funktionen fur den Makroorganismus. So
verstoffwechseln manche Bakterienarten z.B. Koérperausscheidungen wie
Schweild und sind durch Produktion von Milchsaure und Propionsaure am
Aufbau des Saureschutzmantels der Haut beteiligt. Die Prasenz der Normalflora
soll durch zahlreiche indirekte und direkte Mechanismen wie z.B. der
Produktion von Bacteriocinen einer Besiedelung und Ausbreitung pathogener
Keime entgegen wirken (MACKOWIAK P.A. 1982; NAIR R.G. et al. 2001). Sie



dient also in erster Linie als Schutz des Wirtes vor exogenen Infektionen. Zu
den Adhasion vermittelnden bakteriellen Strukturen und Mechanismen
(Adhasinen) werden Fimbrien bzw. Pili (SHARP S.E. 1999; OLIGINO L. und
FIVES-TAYLOR P. 1993), GeiReln, Lipoteichonsaure (NEALON T.J. und
MATTINGLY S.J. 1984), Kohlenhydratstrukturen (LIUKKONEN J. et al 1992)
und verschiedene Proteinmoleklle der Bakterienoberflache gezahlt (HASTY
D.L. et al. 1992; LAMONT R.J. et al. 1988; TART R.C. und VAN DE RIJN I.
1993; TYLEWSKA S. und HRYNIEWICZ W. 1987; VALENTIN-WEIGAND P. et
al. 1993; WANG J.R. und STINSON M.W. 1994). Adhasine konnen
Enzymaktivitat zeigen, welche als Mediator zwischen Bakterien- und Wirtszelle
wirkt (SHARP S.E. 1999; VACCA-SMITH A.M. et al. 1994). Als Rezeptoren flr
bakterielle Adhasine fungieren in erster Linie Glykokonjugate der Epithelien,
Glykolipide und Glykoproteine, oder Proteine der extrazellularen Matrix, z.B.
Fibronectin (JOH D. et al. 1999), Kollagen (SWITALSKI L.M. et al. 1993) und
Laminin (SPELLERBERG B. et al. 1999).

1.1.3 Die Zusammensetzung der Normalflora von Mundhohle

und Rachen

Bei der Geburt ist die Mundhdhle keimfrei, jedoch etabliert sich bereits wenige
Tage nach der Geburt eine im wesentlichen von nicht-hamolysierenden und
vergrunenden Streptokokken dominierte Flora auf den Schleimhautoberflachen
(FRANDSEN E.V. et al 1991). Bereits im frlhen Lebensalter erweitert sich die
Normalflora durch weitere Bakterienarten, insbesondere Haemophilus- und
apathogene Neisseria-Arten, Vertreter der Familie der Micrococcaceae,
apathogene Vertreter der Gattung Corynebacterium und Campylobacter
sputorum. Wahrend der Zahnung nimmt der Anteil der obligaten Anaerobier zu,
die dann quantitativ stark Uberwiegen. Hier sind vor allem gramnegative
Stabchen der Gattung Bacteroides und Fusobacterium sowie grampositive

Stabchen der Genera Actinomyces und Bifidobacterium zu nennen.



Desweiteren gehoren verschiedene Arten von Mycoplasma ebenso zur
normalen Mundflora, wie einige apathogene Protozoen (Amdben und
Trichomonaden, z.B. Trichomonas tenax), oder Sprosspilze, z.B. Candida
albicans.

Auch im oberen Respirationstrakt (Nase, Epipharynx) etabliert sich kurz nach
der Geburt eine Uberwiegend von Vertretern der Micrococcaceae und
Streptococcaceae, spater auch Corynebacterium gepragte Normalflora. Zu
weiteren charakteristischen Komponenten zahlen Prevotella, Porphyromonas
(STINSON M.W. et al. 1991), Branhamella, Neisseria und Haemophilus-Arten.
Diese typische Zusammensetzung der Normalflora kann in bestimmten
Situationen kurzfristige Anderungen erfahren. So stieg bei Kindern nach einer
Lebertransplantation der Anteil und die Anzahl bestimmter Streptokokken
(Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis und Streptococcus gordonii)
signifikant an. Nach 100 Tagen hatte sich jedoch das alte Gleichgewicht wieder
eingestellt (SHEEHY E.C. et al. 2000).

1.2 Die Familie der Streptococcaceae

Bis in die 80er Jahre des vorigen Jahrhunderts wurden nahezu alle
grampositiven katalasenegativen Kokken den Streptokokken zugeordnet. Der
Familien- und Gattungsbegriff Streptokokken bezeichnete daher eine Uberaus
heterogene und unubersichtliche  Mischung sehr unterschiedlicher
Bakterienarten. Bakterien der Familie der Streptococcaceae sind grampositiv,
oxidase- und katalasenegativ, fakultativ anaerob oder strikt aerob. Eine der
ersten grundlegenden taxonomischen Einteilungen der Streptokokken wurde
1937 durch Sherman entwickelt (SHERMAN JM 1937). Hier wurden die
Streptokokken nach ihrem Hamolyseverhalten, Lancefield-Antigenen und
wenigen phanotypischen Test in vier Gruppen eingeteilt:

1. Pyogene Gruppe 3. Milchsaure-Gruppe

2. Vergrunende Gruppe 4. Enterokokken.



1986 wurden im Bergey's Manual of Systematic Bacteriology funf Gattungen
aufgefuhrt — Aerococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus und
Gemella —, wobei innerhalb der Gattung Streptococcus eine ahnliche
Unterteilung wie die o.a. Gruppen beibehalten wurde.

Mit klassischen phanotypischen Verfahren und der Bestimmung der
Basenverhaltnisse der DNA, die als Mol% von Guanin und Cytosin (G+C-
Gehalt) ausgedruckt werden, war lange nur eine relativ ungenaue Einteilung
dieser heterogenen Familie mdglich. Die Familie der Streptococcaceae ist in
den letzten Jahren mit neueren molekularen Verfahren insbesondere unter
taxonomischen Gesichtspunkten intensiv bearbeitet worden (KILIAN M. et al.
1989; STILES M.E. und HOLZAPFEL H. 1997; WHILEY R.A. und BEIGHTON
D. 1998).

Auf der Grundlage von DNA-DNA-Hybridisierungsverfahren und insbesondere
von Sequenzanalysen der 16S rRNA sind in den letzten Jahren einige
taxonomische Anderungen in der Familie der Streptococcaceae vorgenommen
und eine Vielzahl von neuen Gattungen und Spezies beschrieben worden
(Abbildung 1) (BEHR T. et al. 2000; BENTLEY R.W. et al. 1991; COLLINS M.D.
et al 1990; COLLINS M.D. et al. 1992; DEASY B.M. et al. 2000;KILPPER-BALZ
R. et al. 1982; KLIJN N. et al. 1991; KOHLER G. et al. 1991; RODRIGUES U.M.
et al. 1991; ROLPH H.J. et al. 2001; SATO S. et al. 1999; SCHLEGEL L. et al.
2000; SCHLEIFER K.H. et al. 1985; WALLBANKS S. et al. 1990; WHITNEY
A.M. und O'CONNOR S.P. 1993; WOESE C.R. 1987). So beinhaltet heute die
Familie der Streptococcaceae insgesamt 21 verschiedene Genera. Von diesen
neu beschriebenen Gattungen und Spezies wie z.B. Helcococcus und
Facklamia (CALIENDO A.M. et al. 1995; COLLINS M.D. et al. 1999 b,c und d),
Globicatella und Alloiococcus (AGUIRRE M. und COLLINS M.D. 1992;
COLLINS M.D. et al. 1992; FACKLAM R.R. und ELLIOT J.A. 1995) sind in den
letzten Jahren wiederholt Isolierungen aus klinischem Untersuchungsmaterial in
Zusammenhang mit verschiedenen Infektionsprozessen gelungen.

FUr den Laboralltag ist jedoch die phanotypische Unterscheidung z.B. mittels
biochemischer Charakteristika von groRerer Bedeutung als
molekulargenetische Unterscheidungen.



Abbildung 1: Taxonomisches Schaubild

Familie Gattung

Abiotrophia
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosicoccus
Dolosigranulum
Enterococcus
Eremococcus
Facklamia
Gemella

Streptococcaceae Globicatella

\ Granulicatella

Helcococcus
Ignavigranum
Lactococcus
Leuconostoc
Pediococcus
Oenococcus
Streptococcus
Tetragenococcus
Vagococcus
Weissella

Viele Parameter der klassischen Einteilung der Streptokokken in vier Gruppen
haben noch heute ihre Bedeutung. So werden auch heute die Enterokokken als
eigene Gattung und Gruppe abgegrenzt. Die Gattung Enterococcus enthalt
derzeit 17 sehr robuste Spezies, die ubiquitdr vorkommen, in der Erde,
Nahrungsmitteln, Wasser, Pflanzen oder Tieren. Beim Menschen gehdren sie
zur Normalflora des Gastrointestinal- und des weiblichen Genitaltraktes. Die
Pravalenz und die verschiedenen Spezies variieren dabei von Mensch zu
Mensch (COLLINS M.D. et al. 1989; COLLINS M.D. et al. 1991; DEVRIESE
L.A. et al. 1992 a; DEVRIESE L.A. et al. 1992 b; DEVRIESE L.A. et al. 1992 c;
DEVRIESE L.A. 1993; FACKLAM R.R. et al. 1999). Enterokokken sind typische



Infektionserreger des Menschen, wie z.B. von Harnwegsinfektionen
(FELMINGHAM D. et al. 1992), bei intraabdominellen Wundinfektionen
(NICHOLS R.L. und MUZIK A.C. 1992), bei Bakteridmien und Endokarditiden
(GRANINGER W. und RAGETTE R. 1992; AWADA A. et al. 1992; MEGRAN
D.W. 1992; WATANAKUNAKORN C. und BURKERT T. 1993).

Zur Gruppe der Milchsaurebakterien werden derzeit 7 Gattungen gerechnet:
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus und Weissella. Vertreter dieser Genera sind in der Tier- und
Pflanzenwelt weit verbreitet, und werden in erster Linie in der
Nahrungsmittelherstellung vor allem in der Milchindustrie genutzt
(BJORKROTH K.J. 2002; CHOI H.J. 2002; GARVIE E.I. 1986; KOBAYASHI T.
et al. 2000; RUOFF K.L. et al. 1999 b; STILES M.E. und HOLZAPFEL W.H.
1997). Leuconostoc-, Pediococcus- und Lactococcus-Stamme werden
gelegentlich auch als Infektionserreger insbesondere bei immunsupprimierten
Patienten isoliert, wahrend die anderen Gattungen bislang nicht (z.B.
Oenococcus) oder nur selten aus humanen Untersuchungsmaterialien
gewonnen wurden (AGUIRRE M. und COLLINS M.D. 1993 a; FACKLAM R.R.
und ELLIOT J.A. 1995; GASSER F. 1994). Auch die Gattung Eremococcus
wurde bislang nicht aus humanen Proben isoliert (COLLINS M.D. et al. 1999 f).
Die anderen Gattungen lassen sich vereinfacht in f-hamolysierende und nicht-
B-hamolysierende Bakterien einteilen, wobei nur bestimmte Spezies der
Gattung Streptococcus B-Hamolyse aufweisen. Alle anderen Genera und die
Mehrzahl der Streptococcus-Arten bilden die Gruppe der nicht-p3-

hamolysierenden Arten.

1.2.1 Die Gattung Streptococcus

Charakteristisches und namensgebendes Merkmal der Gattung Streptococcus
ist ihre Lagerung im mikroskopischen Bild in Ketten (der Wortteil strepto-
bedeutet ,gewunden, geflochten, gedreht®). Die Lange der Ketten kann selbst

beim gleichen Stamm erheblich schwanken. Auf Blutagarplatten wird das



Bakterienwachstum allgemein in [B-hamolysierend, vergrinend und nicht-
hamolysierend eingeteilt. Eine [-Hamolyse =zeigt sich durch eine
scharfbegrenzte helle Zone um die Kolonien, in der die Erythrozyten mit Hilfe
der Hamolysine aufgeldst sind und das Hamoglobin vollstandig abgebaut ist, so
dall ein klares Feld im sonst undurchsichtigen Blutagar entsteht. Die a-
Hamolyse entspricht der Vergrinung. Um die Kolonien herum findet man grine
Hofe von unterschiedlicher Farbintensitat, in deren Bereich der Blutfarbstoff
zum Methamoglobin umgewandelt ist, wahrend die Erythrozytenmembranen
weitgehend erhalten sind. Die Vergrinung beruht im Wesentlichen auf der
Freisetzung von H,O, durch ansonsten keine Hamolysine bildende Bakterien.
Die Art der Hamolyse ist auRerdem von der Bebrutungsatmosphare, der
Zusammensetzung des Nahrbodens (Glukosegehalt) und insbesondere von der
Art des verwendeten Blutes (Schafblut, Pferdeblut oder Kaninchenblut)
abhangig. Die unterschiedliche Susceptibilitat verschiedener Erythrozyten kann
zu unterschiedlichen phanotypischen Beurteilungen fuhren. Die Einteilung des
Hamolyseverhaltens bezieht sich aus diesem Grund definitionsgemald auf
Schafblut (BRANDIS H. und SCHAAL K.P. 1988; HARDIE J.M. 1986; ROTTA J.
1986; RUOFF K.L. et al. 1999 a).
B-hamolysierende Streptokokken entsprechen der alteren sog. ,pyogenen
Gruppe® und beinhalten klassische humanpathogene Infektionserreger wie
Streptococcus pyogenes und Streptococcus agalactiae.
a-hamolysierende Streptokokken (alterer Ausdruck: Viridans-Streptokokken),
die vor allem in der Mundhdhle des Menschen vorkommen, werden in
verschiedene Gruppen eingeteilt:
MUTANS-GRUPPE: z.B. Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus
SALIVARIUS-GRUPPE: z.B. Streptococcus salivarius, Streptococcus
vestibularis, Streptococcus thermophilus
MITIS-GRUPPE: z.B. Streptococcus cristatus, Streptococcus gordonii,
Streptococcus mitisl, Streptococcus mitis2, Streptococcus
oralis, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus sanguinis



ANGINOSUS-GRUPPE: z.B. Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus intermedius
BOVIS-GRUPPE: z.B. Streptococcus bovis, Streptococcus equinus,

Streptococcus infantarius

1.2.2 Die Gruppe der nicht-B-h&molysierenden Arten

Zu der Gruppe der nicht-B-hamolysierenden Arten kdnnen neben den o.a.
Streptococcus-Arten elf weitere Genera gezahlt werden: Abiotrophia,
Aerococcus, Alloiococcus, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Facklamia, Gemella,

Globiatella, Granulicatella, Helcoccocus und Ignavigranum.

1.2.2.1 Die Gattungen Abiotrophia und Granulicatella

Friher wurden Vertreter der Gattungen Abiotrophia und Granulicatella als
Jhutritionally variant streptococci“ bezeichnet (BOUVET A. et al. 1985;
COOKSEY R.C. et al. 1979; DAVIS J.M. und PEEL M.M. 1994). Sie kénnen
Vitamin Bg (Pyridoxal) nicht selbst bilden und zeigen daher Satellitenwachstum
bei Anwesenheit von Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis.
(ROGGENKAMP A. et al. 1998; BOUVET A. et al. 1989). Aufgrund von 16S
rRNA Analysen wurden diese Stamme zunachst in die Gattung Abiotrophia
(Abiotrophia para-adiacens, Abiotrophia defectiva) Uberfuhrt, spater erfolgte
eine weitere Unterteilung innerhalb dieser Gruppe mit Neugrindung der
Gattung Granulicatella (Granulicatella adiacens, Granulicatella balaenoptera,
Granulicatella elegans) (COLLINS M.D. and LAWSON P.A. 2000; KANAMOTO
T. et al. 2000; KAWAMURA'Y. et al. 1995; WIJETUNGA M. et al. 2002).
Granulicatella und Abiotrophia spezies gehéren der Normalflora der Mundhohle,
des oberen Respirationstraktes, des Urogenital- und des Intestinaltraktes an
und sind opportunistische Krankheitserreger (BROUQUI P. und RAOULT D.
2001; MURRAY P.R. et al. 1999; SATO S. et al. 1999; RUOFF K.L. 1991).
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1.2.2.2 Die Gattungen Aerococcus und Helcococcus

Die Gattung Aerococcus wurde schon sehr fruh von den Streptokokken
abgegrenzt. Charakteristisches Unterscheidungsmerkmal war die Lagerung der
Bakterienzellen nicht in Ketten sondern in Clustern. Aerococcus species
kommen ubiquitar in Luft- und Bodenproben vor (EVANS J.B. 1986;
KONTCHOU C.Y. und BLONDEAU R. 1990). Aerococcus Arten gehoren
sowohl zur menschlichen Normalflora, werden aber auch gelegentlich im
Zusammenhang mit verschiedenen Infektionsprozessen isoliert (SNEATH
P.H.A. et al. 1986).

Die Gattung Helcococcus mit den beiden Spezies Helcococcus kunzii und
Helcococcus ovis ist der Gattung Aerococcus sehr ahnlich. Unterschiede
bestehen vor allem im Wachstumsverhalten und der Koloniemorphologie
(CALIENDO A.M. et al. 1995; FACKLAM R.R. und ELLIOT J.A. 1995; COLLINS
M.D. et al. 1993). Helcococcus kunzii ist Bestandteil der humanen Hautflora und
wird gelegentlich aus Infektionsprozessen vor allem der Haut oder
Hautanhangsgebilde isoliert (HAAS J. et al. 1997; PEEL M.M. et al. 1997,
CALIENDO A.M. et al. 1995; CHAGLA A.H. et al. 1998; FACKLAM R.R. und
ELLIOT J.A. 1995). Helcococcus ovis konnte von Schafen isoliert werden
(COLLINS M.D. et al. 1999 d).

1.2.2.3 Die Gattung Gemella
Die Gattung Gemella beinhaltet heute sechs Spezies, von denen vier

humanpathogene Bedeutung besitzen. Gemella haemolysans gehort zur
Normalflora der Mundhdhle und der oberen Atemwege, Gemella morbillorum
zur Normalflora des Urogenital- und des Intestinaltraktes. Beide sind
opportunistische Krankheitserreger des Menschen und anderer homoiothermer
Lebewesen (BROUQUI P. und RAOULT D. 2001; FACKLAM R.R. und ELLIOT
J.A. 1995; RITTERBAND D. et al. 2002; WHITNEY A.M. und O'CONNOR S.P.

1993). Gemella bergeriae und Gemella sanguinis sind u.a. aus Blutkulturen von
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Patienten mit Endokarditis und Bakteriamie isoliert worden (COLLINS M.D. et
al. 1998 a; COLLINS M.D. et al. 1998 b).

1.2.2.4 Neuere Gattungen

In den letzten Jahren sind sechs neue Gattungen beschrieben worden, deren
normales Habitat noch weitgehend unbekannt ist. Stamme dieser Gattungen
wurden jedoch aus humanen Untersuchungsproben im Zusammenhang mit
Infektionen isoliert. Zu diesen Genera gehdren Alloiococcus, Dolosicoccus,
Dolosigranulum, Facklamia, Globicatella und Ignavigranum.

Die Gattung Alloiococcus beinhaltet derzeit nur eine Spezies: Alloiococcus
otitidis.

Alloiococcus otitidis wurde erstmals aus Mittelohrsekret bei Kindern mit
chronischer Otitis media isoliert und als Entitat beschrieben (FADEN H. und
DRYJA D. 1989). Andere |Isolate stammen aus Blutkulturen von
Sepsispatienten und aus Sputum von Patienten mit Pneumonie (FACKLAM
R.R. und ELLIOT J.A. 1995). Erste Untersuchungen zur Pathogenitat von
Alloiococcus otitidis wiesen ein immunstimulierendes Potential sowie eine
Induktion von Interleukin-8 und Interleukin-12 in humanen Epithelzellen und
Monozyten nach. (TARKKANEN J. et al. 2000; HIMI T. et al. 2000; KITA H. et
al. 2000; TAKEUCHI K. et al. 1994) Vermutlich gehort die Spezies zur
Normalflora des aufReren Gehdrganges, da sie auch schon aus Ohrabstrichen
von gesunden Kindern kultiviert werden konnte (GOMEZ-HERNANDO C. et al.
1999). Umfangreichere Studien zur Pravalenz dieses Erregers liegen aber

bislang noch nicht vor.

Vertreter der Gattung Dolosigranulum wurden anfangs als Gemella-ahnliche
Bakterien beschrieben. Phanotypisch sind sie nah verwandt mit den Gattungen
Alloiococcus, Ignavigranum und Facklamia. Unterscheidendes Merkmal ist, dafl}
Dolosigranulum pigrum-Kulturen Askulin hydrolysieren kénnen. Ein GrofRteil der
Stamme ist Erythromycin-resistent. (LaCAIRE L. und FACKLAM R.R. 2000 a).
Einzig bekannte Spezies bisher ist Dolosigranulum pigrum (AGUIRRE M. et al.
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1993 b). Es wird vermutet, dass Dolosigranulum zur normalen Pharyngealflora
des Menschen gehort. Da Dolosigranulum-Stamme aus Blutkulturen von
Sepsispatienten, bei Blepharitis, aus Ruckenmarkbiopsat bei einem Patienten
mit Multipler Sklerose, aus Sputum, Magensekret und Urin isoliert werden
konnte, werden sie auch als potentielle Pathogene gewertet (HALL G.S. et al.
2001; LaCLAIRE L. 2000 a).

Das Habitat der Gattung Facklamia ist noch nicht bekannt. Vertreter der
Gattung Facklamia sind aber auch potentielle Krankheitserreger. Die bisher
identifizierten Spezies (z.B. Facklamia hominis) konnten aus menschlichen
Proben wie Blutkulturen, Abszessmaterial, Knochen, Liquor, Gallenblase,
Vaginalabstrichen, aber auch aus tierischem Material - einem jungen Seeléwen
- isoliert werden (COLLINS M.D. et al. 1997; COLLINS M.D. et al. 1998 c;
COLLINS M.D. et al. 1999 b und c; HOYLES L. et al. 2001; LACLAIRE L. und
FACKLAM R.R. 2000 b; LAWSON P.A. et al. 1999).

Globicatella sanguinis ist die bislang einzige Spezies der Gattung Globicatella
(COLLINS M.D. et al. 1992). Globicatella sanguinis ist vermutlich Bestandteil
der Normalflora des Menschen und wurde als opportunistischer
Krankheitserreger in Blutkulturen, Liquores, infizierten Wunden und Urin
nachgewiesen (FACKLAM R.R. und ELLIOT J.A. 1995). Ein weiteres Habitat
scheinen Tiere wie z.B. Schafe darzustellen (VELA A.l. et al. 2000).

Die Gattung Ignavigranum ist phylogenetisch nah verwandt mit Globicatella
sanguinis und Facklamia hominis. Einzige bisher bekannte Spezies ist
Ignavigranum ruoffinae. Die Isolate stammten aus einer infizierten Wunde und
einem Ohrabszess (COLLINS M.D. et al. 1999 a)

Auch die Gattung Dolosicoccus beherbergt bislang nur eine Spezies:
Dolosicoccus paucivorans. Der naturliche Lebensraum von Dolosiccocus ist
unbekannt. Dolosicoccus-Isolate wurden in Blutkulturen eines Pneumonie-
Patienten nachgewiesen (COLLINS M.D. et al. 1999 e).



13

1.3 Antibiotikaresistenz

Bei neutropenischen Patienten gehoéren a-hamolysierende Streptokokken
derzeit zu den haufigsten Isolaten aus Blutkulturen. Benzylpenicillin (Penicillin
G) galt bislang als Mittel der ersten Wahl, mit dem Infektionen mit a-
hamolysierenden und nicht-hamolysierenden  Streptokokken allgemein
problemlos therapierbar waren. In den letzten Jahren wurden jedoch
zunehmend mehr Resistenzen gegen Penicillin G auch in dieser
Bakteriengruppe beobachtet (ALCAIDE F. et al. 1995 und 1996; DOERN G.V.
et al. 1996; JAING T.H. et al. 2002; TUNKEL A.R. und SEPKOWITZ K.A. 2002).
Ein weiteres Beispiel sind die durch Penicillin-Resistenz eingeschrankten
Therapiemoglichkeiten bei Abiotrophia-Infektionen (BROUQUI P. und RAOULT
D. 2001; TUOHY M.J. et al. 2000). Bei Alloiococcus otitidis -Kulturen aus
ErguBmaterial von Patienten mit Otitis media zeigte sich malige
Antibiotikaresistenz gegenutber (-Lactam-Antibiotika (BOSLEY G.S. et al.
1995).

Penicilline gehdren zu den (-Laktam-Antibiotika. Ihr Angriffsort ist die bakterielle
Zellwand. Durch die Ahnlichkeit des p-Laktamgeriistes mit N-
Acetylmuraminsdure werden bakterielle Transpeptidasen (Penicillin-Binde-
Proteine, PBP) irreversibel blockiert. Es resultieren Defekte im Zellwandaufbau,
die im Rahmen der Zellteilung zur Bakteriolyse fuhren (ROSIN H. und
HENSCHLER D. 1998; LUTTICKEN R. 1988; MUTSCHLER E. 1997). Mehrere
Mechanismen koénnen zur Ausbildung einer bakteriellen Resistenz gegen
Penicillin flhren: erstens die Produktion von Enzymen (3-Laktamasen), die eine
extrazellulare Spaltung des Wirkstoffes bedingen und zweitens die
Veranderung von PBPs (SPRATT B. G. 1994).

Wie Resistenzen entstehen und weitergegeben werden, ist derzeit Gegenstand
intensiver Forschung. Genetische Ursachen kdénnen Resistenzen gegen
Gyrasehemmer, Makrolide und Tetrazykline zugrundeliegen. POUTANEN S.M.
et al. konnten 1999 mit molekularbiologischen Studien beweisen, dass
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bestimmte Genabschnitte einer Spezies mit ihnrem Resistenzmuster korrelieren.
Der genetische Transfer von Resistenzen gegenuber Benzylpenicillin,
Erythromycin oder Fluoroquinolonen von Streptococcus mitis auf Streptococcus
pneumonieae konnte nachgewiesen werden (GONZALEZ I. et al. 1998;
HAKENBECK R. et al. 1998; King A. et al. 2002; SPRATT B. G. 1994).

1.4 Fragestellung

In den letzten Jahren ist die Familie der Streptococcaceae taxonomisch intensiv
bearbeitet worden und eine Vielzahl neuer Genera und Spezies sind
beschrieben und abgegrenzt worden. Einige dieser neuen Entitaten zeigen
phanotypisch groRe Ahnlichkeit mit den unter dem Sammelbegriff
subsummierten ,vergrinenden Streptokokken®. Das normale Habitat dieser
Spezies ist aber weitgehend unbekannt. Viele dieser Bakterien wurden bislang
aus Infektionsprozessen isoliert, die haufig eine endogene Infektionsentstehung
besitzen. Es ist daher mdglich, dass einige dieser neuen Entitaten zur
Normalflora des humanen Oropharynx gehoren konnten.

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, in Rachenabstrichen eines
Normalkollektives a-hamolysierende und nicht-hamolysierende grampositive,
katalasenegative Kokken unter Einschluf® dieser neu beschriebenen Genera
und Spezies zu identifizieren.

Da bestimmte a-hamolysierende Streptokokken mit Penicillinresistenz
zunehmend bei immunsupprimierten Patienten als Infektionserreger isoliert
werden und bisher nur wenig Daten zur Penicillinresistenz bei den neueren
Genera der Streptococcaceae vorliegen, sollten die Isolate hinsichtlich ihrer

Empfindlichkeit gegen Penicillin getestet werden.



15

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchspersonen

2.1.1 Gruppeneinteilung

In die Untersuchung wurden Rachenabstriche von 21 Probanden
aufgenommen, wobei auf eine moglichst gleichmalige Verteilung der
Geschlechter geachtet wurde. So wurden 11 Frauen und 10 Manner im Alter
von 6 Monaten bis 57 Jahren in die Studie einbezogen. Die Probanden wurden
in drei Altersgruppen eingeteilt. (Weitere Probandendaten siehe Anhang.)

Tabelle 1: Probanden

Gruppe Alter Anzahl der Personen
I <20 Jahre 3

I 20-40Jahre 12

i >40 Jahre 6

2.1.2 Vorbedingungen

Die Aufnahme in diese Studie war von der Erfullung folgender Bedingungen
abhangig:
- Einwilligung in die Abstrichentnahme zu Studienzwecken
- Reizfreier Rachen ohne Entziindungszeichen wie z.B. Fieber zur Zeit der
Abstrichentnahme und in den letzten zwei Wochen zuvor
- Innerhalb dieses Zeitraumes keine Einnahme von Antibiotika oder

Anwendung von Rachenspullésungen
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2.2 Probenentnahme

FUr die Abstrichentnahme wurden sterile Wattetupfer aus Baumwolle (MSP
Schmeiser) verwendet. Der Rachenabstrich wurde immer von derselben Person
und immer nach derselben Technik entnommen, um Reproduzierbarkeit zu
gewabhrleisten. Es wurde ein Areal bestehend aus hinterer Rachenwand und

weichem Gaumen abgestrichen.

2.3 Probenverarbeitung

War ein sofortiger Ansatz nicht mdglich, wurde der Tupfer in ein
Transportmedium (Port-A-Cul, Fa. Becton Dickinson, 43-21607) gegeben und
innerhalb von maximal 6 Stunden verarbeitet.

Mit dem Tupfer wurden eine Columbia-Blut-Agar-Platte mit 5% Schafblut (SBA)
und einer Kaninchenblutagarplatte (KBA) beimpft und das aufgebrachte
Material mit der Ose fraktioniert. (Nahrmedien siehe Anhang).

Alle Platten wurden bei 37°C im 2,5 |-Anaerobiertopf inkubiert. Eine erhohte
CO2-Spannung (ca. 8-10 Vol.% CO3) und sauerstoffreduzierte Atmosphare (5-7
Vol.% O, ) wurden durch Verwendung von Anaerocult® C- Beuteln (Fa. Merck,
Best.Nr. 1.16275) erreicht. Nach Zugabe von Wasser wird eine bestimmte
Menge Sauerstoff an ein feinverteiltes Eisenpulver chemisch gebunden und
gleichzeitig CO, aus Natriumcarbonat freigesetzt. Anaerocult® C erleichtert die
Anzuchtung von anspruchsvollen, fakultativ anaeroben Mikroorganismen.
Anaerobes Milieu wurde mit AnaeroGen™ (OXOID System der Fa. UNIPATH)
hergestellt. Die chemische Reaktion wird beim Kontakt mit Luft aktiviert.
AnaeroGen reduziert den atmospharischen Sauerstoffgehalt im geschlossenen
Anaerobiertopf innerhalb von 30 Minuten auf unter 1 %. Der Kohlendioxidgehalt

liegt zwischen 9-13 %, der Druck sinkt in der Regel auf ca. —0,2 bar.
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2.4 ldentifizierung

2.4.1 Gewinnung von Reinkulturen

Der SBA und der KBA wurden nach 24 h und nach 48 h Inkubation beurteilt.
Kolonien mit einem Durchmesser unter 2 mm mit Vergrinung oder ohne
Hamolyse wurden weiter subkultiviert. Nach zwei bis vier Tagen lagen
entsprechende Reinkulturen vor. Kulturen mit einer KoloniegréRe unter 1mm
nach einer Inkubationsdauer von mehr als 24 Stunden wurden auf Brain-Heart-
Infusion-Agar (BHIA) weiter kultiviert. Parallel dazu wurden schlechtwachsende
Stamme in einer anaeroben Atmosphare inkubiert. Die optimalen
Wachstumsbedingungen (KBA, SBA, BHIA, sauerstoffreduzierte oder anaerobe
Atmosphare) wurden festgelegt und bei nachfolgenden Subkulturen beibe-

halten.

2.4.2 Orientierende ldentifizierung: Grampraparat und Katalase

Gemal der Fragestellung wurden nur grampositive, katalasenegative Kokken
weiter differenziert. Die Katalase ist ein Atmungskettenenzym, dessen
Nachweis differentialdiagnostische Bedeutung hat. Im Grampraparat jeden
Isolates wurde Morphologie und Lagerung der Bakterien beurteilt. Die Katalase-
Aktivitat einer Kultur wurde mit 3%iger H,O,-Losung uberpruft. Bei Kontakt von
Koloniemasse mit einigen Tropfen der Losung zeigen aufsteigende Sauerstoff-

Gasblasen die Anwesenheit des Enzyms an.
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2.4.3 ldentifizierung

Bei der Identifizierung und Differenzierung von Gattungen der Familie der
Streptococcaceae stellen bestimmte Tests Schlisselreaktionen fur die
Zuordnung zu einer Gattung dar (Tabelle 2) (FACKLAM R.R. und ELLIOT J.A.
1995). Zur Identifizierung auf Gattungs- und Speziesebene wurden daher
sowohl Prufungen von definierten SchlUsselreaktionen in Einzeltestverfahren
durchgefuhrt als auch kommerzielle Identifizierungskits, die eine Palette
biochemischer Tests beinhalten, eingesetzt. Die Datenbasis zur Auswertung
der kommerziellen Identifizierungskits enthalt jedoch nicht alle der u.a.

Gattungen der Familie der Streptococcaceae.
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Tabelle 2: Schlusselreaktionen zur Identifizierung von Gattungen der
Familie der Streptococcaceae (hach FACKLAM R.R. und ELLIOT J.A. 1995)

Genus Pra- PYR |[LAP [6,5% |Asku-|Wachs- |Wachs- |Daten-
parat NaCl [lin tum bei |tum bei |basis
10°C 45°C des api
strep
Abiotrophia K+D + + - - - v +
Aerococcus H+T \Y Y + +* - - +
Alloiococcus H+T + + + + - - -
Dolosicoccus K+D + - - - - - -
Dolosigranulum H+T + + v + - - -
Enterococcus K* + + + + + + +
Eremococcus D+K | n.d. - + - - n.d. -
Facklamia H+K + + + - - - -
Gemella H,T+K + v - - - - +
Globicatella K + - + + - - -
Granulicatella K+D + + n.d. n.d. - - -
Helcococcus H+T + - + + - - -
Ignavigranum H+K +. + + - - + -
Lactococcus K+D + + Y, + + v +
Leuconostoc K+D - - v v +* + +
Pediococcus H+T - + +* - + -
Oenococcus K+D | n.d. | nd. n.d. + - - -
Streptococcus K - + \ \Y - \Y; +
Tetragenococcus H+T - + + + - - -
Vagococcus D+K + + +* + +* - -
Weissella K - - + n.d. v v -

H=Lagerung in Haufen, K = Kettenlagerung, D = Diploform, T = Tetraden,

+ =positiv, - =negativ, v =variabel, * =Ausnahmen mdglich, n.d. = nicht durchgefihrt

2.4.3.1 Pyrrolidonyl-Arylamidase (PYR) und Leucin-Arylamidase (LAP)

Der Nachweis der Schlisselenzyme Pyrrolidonyl-Arylamidase (PYR) und

Leucin-Arylamidase (LAP) beruht auf der enzymatischen Freisetzung von [3-

Naphtylamin aus dem entsprechenden Aminosaurekonjugat, wobei freies [3-
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Naphtylamin unter Hinzufigen von Cinnamaldehydreagenz zu einem roten
Farbstoff reagiert. Als Positvkontrolle diente Enterococcus faecalis (ATCC-
Stamm 29212). Zum Nachweis wurden sowohl Reagenzien der Fa. Carr-
Scarborough Microbiologicals. Inc. (Cat.No. 23-1172 fur PYR und 23-1416 far
LAP) als auch der Fa. ROSCO DIAGNOSTICA (Best.Nr. 470-21 fur PYR und
468-21 fur LAP) verwendet.

2.4.3.2 Wachstum in 6,5% NaCl-Ldsung, bei 10°C und 45°C

Jeder Stamm wurde in Heart-Infusion-Bouillon (HIB) der Prifung auf das
Wachstum bei 10°C, bei 45°C und in 6,5% NaCl bei 35°C unterzogen. Bei
jedem Testlauf wurde ein unbeimpftes Rohrchen als Leerwert sowie eine

Positivkontrolle (Enterococcus faecalis, ATCC 29212) mitgefuhrt. Die Bouillon
wurde mit reichlich Koloniematerial beimpft und bis zu 14 Tagen in Topfen

bebrutet, um sie so vor Austrocknung zu schutzen.

2.4.3.3 Askulin-Reaktion

Der Nachweis der Askulinbildung ist von diagnostischer Bedeutung bei der

Abgrenzung verschiedener Gattungen innerhalb der Familie der
Streptococcaceae, aber auch bei der Diagnostik grampositiver Stabchen
(Listerien) und gramnegativer Stabchenbakterien.

Bei der enzymatischen Spaltung des Glykosids Askulin reagiert das
abgespaltene Aglykon Askuletin mit dem im Medium vorhandenen Eisensalz
(Eisen-llI-Citrat) unter Bildung einer braunschwarzen Komplexverbindung.

Die Askulin-haltige Testplatte (Enterococcosel-Agar) wurde bis zu sieben Tage
bei 35°C inkubiert. Als positiv wurde Kolonie-Wachstum mit einer
Schwarzfarbung des Mediums gewertet. Alleiniges Kolonie-Wachstum ohne

Schwarzfarbung oder kein Wachstum wurde als negativ gewertet.
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2.4.3.4 Identifizierungssystem api 20 STREP

Grundlage der ldentifizierung der isolierten Stdmme auf Speziesebene bildete

das api 20 STREP. Dieses System ist ein kommerzielles, miniaturisiertes
Verfahren, das die ldentifizierung der meisten human- und veterinarmedizinisch
relevanten Streptokokken ermdglicht. Es besteht aus 20 Reaktionskammern,
die mit einer Bakteriensuspension beimpft und nach 18stlndiger Inkubation
abgelesen werden. Die Testergebnisse werden mit Hilfe einer
Farbablesetabelle ausgewertet und in Form einer Zahlenkodierung notiert. Die
Kombination vieler Reaktionen ermdglicht mit Hilfe der
Wahrscheinlichkeitsrechnung die Identifikation. Zu jeder Zahlenkombination gibt
es mit einer angegebenen Wahrscheinlichkeit eine Speziesidentifikation.
Getestet werden zehn verschieden Enzymaktivitaten sowie die Fermentation

von zehn verschiedenen Kohlenhydraten (Tabelle 3).

Tabelle 3: Reaktionen des api 20 STREP

Voges-Proskauer Acetoin-Produktion

Hippurat Hippurat-Hydrolyse
Askulin B-Glucosidase

PYRA Pyrrolindonyl-Arylamidase
aGal o-Galactosidase

BGur B-Glucuronidase

BGal B-Galactosidase

PAL alkalische Phosphatase
LAP Leucin-Arylamidase

ADH Arginin-Dihydrolase

Fermentation von:

Ribose, L-Arabinose, Mannit, Sorbit, Lactose,

Trehalose, Inulin, Raffinose, Starke, Glycogen
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Tabelle 4a: Nachweis Extrazellularer Polysaccharide

Morphologie

Bewertung

kein Wachstum

durchscheinenden Kolonien

keine Produktion von Levan

oder Wachstum von kleinen, nicht | oder Dextran

Kolonien, die im Agar haften (Test mit der Ose)

Wachstum von kleinen (bis 2 mm), glanzenden | Dextran (Glukan) positiv

Kolonien

schleimigen, mit der Ose verschieblichen

Wachstum von grolden, weillichen, | Levan (Fruktan) positiv

Tabelle 4b: Extrazellulare Polysacchide verschiedener Spezies

mutans-Gruppe

Streptococcus |Dextran positiv. Die Kolonien sehen wie ineinander

sanguinis verschmolzene Glasperlen aus (wasserlosliche und
unlésliche Glukane).

Streptococcus | Dextran positiv. Die Kolonien ahneln denen des S. sanguinis,

sind jedoch kleiner (bis ca 1,5 mm grof3). Manche Stamme
produzieren auch Levan und bilden groRRere, schleimige,

tautropfenartige Kolonien.

Streptococcus | Dextran positiv.

oralis

Streptococcus |Dextran positiv. Wachstum von besonders grofen,
bovis durchsichtigen, feuchten, tautropfenartigen Kolonien.
Enterococcus |Levan positiv.

faecalis

Streptococcus |Levan positiv. Manche Stamme bilden zusatzlich auch ein
salivarius Glukan.




23

2.4.3.5 Dextran- und Levanproduktion

Die Bildung von extrazellularen Polysacchariden (EPS)
(Dextrane=Polyglukosen; Levane=Polyfruktosen) kann durch Wachstum auf
Saccharose-haltigem Agar (5% Saccharose, Nahrmedium siehe Anhang)
nachgewiesen werden. Hier formen zur extrazellularen Polysaccharidbildung
befahigte Stamme nach 2-4 tagiger Inkubation in anaerober oder CO,-haltiger

Atmosphare charakteristische Kolonien (Tabelle 4a, Tabelle 4b).

2.4.3.6 Saurebildung aus Salicin

Die Fahigkeit eines Isolates, aus Salicin Saure zu bilden, wurde in HIB mit dem
Zusatz von 1% Salicin gepruft. Die beimpfte Bouillonkultur wurde bei 35°C bis
zu 14 Tage inkubiert und die Saureproduktion durch Umschlag des

Bromcresolpurpur-Indikators nachgewiesen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Diagnostische Bedeutung der Salicin-Reaktion

Spezies Anteil (%) der Stdmme einer Spezies
mit Fahigkeit zur Saurebildung aus
Salicin
Streptococcus salivarius thermophilus 100%
Streptococcus salivarius salivarius 95%
Streptococcus sanguinis 95%
Streptococcus mitis 75%
Streptococcus adjacens 49%
Gemella haemolysans 5%
Leuconostoc species 5%
Lactococcus lactis cremoris 1%
Streptococcus pneumoniae 1%
Gemella morbillorum 1%
Streptococcus oralis 0%
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2.4.4 Penicillinempfindlichkeit

Die Empfindlichkeit eines Isolates gegen Penicillin G (PG) wurde durch die
Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) mittels Etest® gepriift.
Der Etest® besteht aus einem unporosen Plastikstreifen von 5 mm Breite und
60 mm Lange. Eine Seite des Streifens ist kalibriert mit einer MHK-Ableseskala
in pg/ml. Auf der anderen Seite ist der Wirkstoff aufgetragen. In diesem
speziellen, patentierten Verfahren wird durch den wirkstoffbeladenen
Plastikstreifen in einem geeigneten Agarmedium ein stabiler Wirkstoffgradient
erzeugt. Beim PG-Etest® betragt der Gradient Konzentrationen von 0,002 bis
32 pg/ml. Auf der mit dem Teststamm beimpften Agarplatte bildet sich dann
nach entsprechender Inkubation ein ellipsenférmiger Hemmhof um den
Streifen. Die minimale Hemmkonzentration (MHK) des Stammes kann auf einer
auf dem Streifen aufgebrachten Skala am Schnittpunkt der Hemmbhofellipse mit
dem Steifen abgelesen werden.

Die Stamme wurden auf SBA getestet und nach 24 - 48 Stunden Inkubation bei
35°C ausgewertet. Gemal den Kriterien des National Commitee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 1998) wurden MHKSs < 0,125 pug/ml als sensibel,
0,25 - 2,0 ug/ml als maRig sensibel und MHKs = 4 pug/ml als resistent bewertet
(NCCLS, 1998).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Gattungen

Insgesamt wurden bei 21 Probanden 180 Stamme grampositiver,
katalasenegativer Kokken isoliert, die sich morphologisch und biochemisch
unterschieden. Diese Isolate lieBen sich vier Gattungen zuordnen, wobei
Vertreter der Gattung Streptococcus mit 153 Isolaten (85,0%) deutlich Uber
Gemella (11,1%), Granulicatella (3,3%) und Aerococcus (0,6%) dominierten

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Gattungen

Gattung Anzahl der Spezies| Anzahl Isolate | %-Anteil der Isolate
Aerococcus 1 1 0,6
Gemella 2 20 11,1
Granulicatella 1 6 3,3
Streptococcus 10 153 85,0

3.2 Keimspektrum und Stammvielfalt

Unter Keimspektrum wird die Anzahl unterschiedlicher Spezies pro Proband
verstanden. Bei 21 Probanden wurden 180 verschiedene Stamme isoliert.
Dabei waren zwei bis sieben verschiedene Spezies pro Patient nachweisbar, im
Durchschnitt 4,3 Spezies. Die Isolate innerhalb einer Spezies zeigten daneben
auch morphologische und biochemische Unterschiede. So konnten bis zu zehn
verschiedene Isolate einer Spezies bei einem Patienten nachgewiesen werden.
Die Stammvielfalt variierte zwischen funf bis dreizehn unterschiedlichen

Isolaten pro Proband mit einem Durchschnitt von 8,6 Isolaten (Tabelle 7).



Gruppe

Probandennumer

16

17

11

12

13

15

21

10

14

18

19

20

Aerococcus viridans

Gemella haemolysans

Gemella morbillorum

Streptococcus acidominus

Granulicatella adjacens

Streptococcus equinus

Streptococcus intermedius

Streptococcus mitis 1

10

Streptococcus mitis 2

Streptococcus oralis

Streptococcus sanguinis

Streptococcus salivarius salivarius

Streptococcus salivarius thermophilus

Streptococcus species

Anzahl Stamme

10

13

10

12

10

12

10

10

10

Anzahl Spezies
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Unter den isolierten Spezies dominierten Streptococcus mitis 1 und 2 mit 100
Stammen. Streptococcus mitis 1 stellte mit 65 Isolaten einen Anteil von 36,1%,
Streptococcus mitis 2 mit 35 Isolaten einen Anteil von 19,4%. Alle anderen
Spezies zeigten Prozentanteile von maximal 12% (Tabelle 8). Wenig bekannte
und potentiell pathogene Spezies wie Globicatella sanguinis oder Alloiococcus
otitidis konnten bei keinem der Probanden isoliert werden.

Tabelle 8: Ubersicht Keimspektrum

Stamme Anzahl Isolate Anteil der Isolate
(%)
Streptococcus mitis 1 65 36,1
Streptococcus mitis 2 35 19,4
Streptococcus sanguinis 22 12,2
Gemella haemolysans 14 7,8
Streptococcus salivarius salivarius 12 6,7
Gemella morbillorum 6 3,3
Granulicatella adjacens 6 3,3
Streptococcus acidominus 5 2,8
Streptococcus oralis 5 2,8
Streptococcus salivarius thermophilus 5 2,8
Streptococcus species 2 1,1
Aerococcus viridans 1 0,6
Streptococcus equinus 1 0,6
Streptococcus intermedius 1 0,6

3.3 Tragerrate

Die dominierenden Spezies Streptococcus mitis 1 und 2 zeigten eine Tragerrate
von 90% bzw. 75% (Tabelle 9). Streptococcus salivarius salivarius,

Streptococcus sanguinis und Gemella haemolysans waren jeweils noch bei
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mindestens 50% der Probanden nachweisbar. Alle anderen Spezies zeigten

eine Tragerrate von maximal 30%.

Tabelle 9: Tragerrate

Species Anzahl Probanden | Tragerrate in %
Streptococcus mitis 1 18 90
Streptococcus mitis 2 15 75
Streptococcus salivarius salivarius 11 55
Streptococcus sanguinis 10 50
Gemella haemolysans 10 50
Gemella morbillorum 6 30
Streptococcus oralis 4 20
Granulicatella adjacens 3 15
Streptococcus acidominus 3 15
Streptococcus salivarius thermophilus 2 10
Streptococcus species 1 5
Aerococcus viridans 1 5
Streptococcus equinus 1 5
Streptococcus intermedius 1 5

3.4 Keimspektrum und Tragerrate

(geschlechtsspezifisch)

Insgesamt zeigten mannliche und weibliche Probanden keine wesentlichen
Unterschiede im Keimspektrum und Stammuvielfalt: mannliche und weibliche
Probanden wiesen 4,3 unterschiedliche Spezies bei durchschnittlich 8,3 bzw.
8,8 verschiedenen Stammen auf (Tabelle 10). Frauen zeigten tendenziell eine
etwas hohere Tragerrate und prozentualen Anteil der Isolate an Streptococcus

mitis 1 und 2 sowie Gemella haemolysans, wahrend bei Mannern
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Streptococcus salivarius salivarius und Streptococcus sanguinis haufiger isoliert

wurde.

Tabelle 10: Geschlechtsbezogene Auswertung

Manner (n=10) Frauen (n=11)
Tragerrate | Anteil Isolate | Tragerrate | Anteil Isolate
S.mitis 1 80% 31,3% 100% 40,2%
S.mitis 2 60% 15,7% 91% 22,7%
S.salivarius 60% 8,4% 45,5% 5,2%
S.sanguinis 70% 15,7% 36,4% 9,3%
G.haemolysans 30% 3,6% 63,6% 11,3%

3.5 Keimspektrum und Tragerrate

(altersabhanqiq)

Auch in der altersbezogenen Auswertung zeigten sich keine deutlichen
Unterschiede hinsichtlich Keimspektrum und Stammuvielfalt zwischen den
verschiedenen Altersgruppen. So war das Keimspektrum in der jungsten
Altersgruppe (unter 20 Jahren) 3,3 Spezies pro Person, in der mittleren
Altersgruppe (20-40 Jahre) 4,8 und in der altesten Gruppe (alter als 40 Jahre)
3,6 bei durchschnittlich 8,3, 9,25 und 7,3 unterschiedlichen Stammen pro
Proband. Tendenziell zeigte sich eine etwas hohere Nachweisrate von
Streptococcus mitis in den jungeren und von Streptococcus sanguinis in den

héheren Lebensjahren (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Altersbezogene Auswertung

Gruppe | (n=3) Gruppe Il (n=12) Gruppe Il (n=6)

Trager- | Anteil | Trager- | Anteil | Trager- | Anteil
rate Isolate rate Isolate rate Isolate

S.mitis 1 100% 44% 83,3% | 351% 100% 34%
S.mitis 2 100% 32% 75% 15,3% 66,6% | 22,7%
S.salivarius 33,3% 4% 66,6% 8,1% 33,3% 4,5%
S.sanguinis 33,3% 4% 50% 10,8% 66,6% | 20,4%
G.haemolysans | 33,3% 4% 58,3% 9% 33,3% 6,8%

3.6 Schliisselreaktionen

Die SchlUsselreaktionen fur die Identifizierung von fakultativ anaeroben,
grampositiven, katalasenegativen Kokken sind Pyrrolidonyl-Arylamidase (PYR)
und Leucin-Arylamidase (LAP) sowie das Wachstum in NaCl, die Askulin-
Hydrolyse und Wachstum bei 10°C und 45°C. Sie erlauben eine Identifizierung
auf Gattungsebene.

Far die 20 STREP

herangezogen, mit dem 101 von 180 Isolate bis auf Speziesebene identifiziert

Identifizierung auf Speziesebene wurde das api

werden konnten. Bei 79 Stammen muldten insgesamt 225 zusatzliche Tests
angelegt werden, um die Spezies zu identifizieren.

Bei 138 Isolaten wurden die Schlusselreaktionen PYR und LAP ebenfalls im api
20 STREP geprift und mit den Ergebnissen des Plattchentests als
verglichen (Tabelle 12). Beim PYR-Test stimmten 132
Ergebnisse Uberein (95,7%). Falsch positiv fielen vier (2,9%), falsch negativ

Referenzmethode

zwei (1,4%) Testergebnisse aus. Beim LAP-Test stimmten 129 Ergebnisse
uberein (93,5%). Falsch positiv fielen funf (3,6%), falsch negativ vier (2,9%) der

Testergebnisse aus.




PYR Plattchentest
positiv  negativ
api 20 |positiv |9 4 13
STREP |negativ |2 123 125
11 127 138
WN= Plattchentest
positiv  negativ
api 20 |positiv |114 5 119
STREP |negativ |4 15 19
118 20 138

3.7 Penicillinempfindlichkeit

121 Stdmme wurden mit dem Etest® auf ihre Penicillinempfindlichkeit getestet
(Tabelle 13). 116 Stamme (95,9%) zeigten sich mit MHKs von kleiner 0,125
ug/ml als Penicillin sensibel. vier Isolate (3,3%) wurden als maRig empfindlich
eingstuft mit MHKs zwischen 0,125 und 2 pyg/ml. Nur ein Stamm (0,8%) erwies
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Tabelle 12: Vergleich der

Ergebnisse

von

PYR-

und LAP-Reaktionen im

Plattchentest und api 20
STREP.

sich mit einer MHK von mehr als 2 pg/ml als resistent.

Tabelle 13: Kumulative Darstellung der Penicillinempfindlichkeit

'(\l/ligllfnl) < 0,016 |0,023|0,032|0,047|0,064|0,094|0,125| 0,19 | 0,25 | 0,38 | 3,5
Anzahl 38 59 | 73 | 87 | 97 | 105 | 116 | 117 | 119 | 120 | 121

Zu den malig empfindlichen Isolaten gehorten je ein Stamm von Streptococcus
mitis 1, Streptococcus mitis 2, Streptococcus sanguinis und Streptococcus
salivarius. Das resistente Isolat war ebenfalls ein Streptococcus mitis 1.

Herkunft des Isolates war ein sechs Monate altes Kind.




32

4 DISKUSSION

In den letzten Jahren ist die Familie der Streptococcaceae durch neuere
molekulargenetische Methoden taxonomisch revidiert und um eine Vielzahl
neuer Genera und Spezies erweitert und differenziert worden. Einige dieser
neuen Entitdten wie Alloiococcus, Globicatella oder Facklamia zeigen
phanotypisch groBe Ahnlichkeit mit den sogenannten ,vergrinenden
Streptokokken®“. Das normale Habitat dieser Spezies ist aber weitgehend
unbekannt. Da eine Vielzahl von lIsolierungen dieser neuen Entitdten aus
humanen Infektionsprozessen wie Otitis media gelangen, ist es denkbar, dass
einige dieser neuen Entitaten zur Normalflora des humanen Oropharynx
gehoren kdnnten.

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, in Rachenabstrichen gesunder
Versuchspersonen verschiedenen Alters o-hamolysierende und nicht-
hamolysierende grampositive, katalasenegative Kokken zu identifizieren. Die
Verfahren sollten dabei auch eine ldentifizierung dieser neu beschriebenen

Genera und Spezies ermdglichen kdnnen.

4.1 Zusammensetzung der Rachenflora

Insgesamt wurden 21 Probanden im Alter zwischen sechs Monaten und 57
Jahren untersucht. Bei diesen Probanden konnten 180 morphologisch und
biochemisch unterschiedliche Isolate grampositiver, katalasenegativer Kokken
gewonnen werden. Alle Isolate lielen sich einer von vier Gattungen zuordnen.
Quantitativ dominierend waren Streptococcus-Arten mit 85% der Isolate (153
von 180) aus 10 Spezies. 11% der Isolate stammten aus zwei Gemella-Arten
und jeweils eine Spezies von Aerococcus und Granulicatella waren
nachweisbar.

Im Durchschnitt konnte bei den Probanden vier bis funf verschiedene Spezies

nachgewiesen werden mit einer Streuung zwischen zwei und sieben Spezies.
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Bei Berlcksichtigung morphologisch und biochemisch unterschiedlicher
Stamme einer Spezies konnten acht bis neun verschiedene Stamme pro
Proband isoliert werden mit einer Streuung von funf bis dreizehn
unterschiedlichen Stammen.

Unter den isolierten Spezies dominierte Streptococcus mitis mit 55% aller
Isolate (100 von 180) und einer Tragerrate von 95%. Biochemisch kann
zwischen zwei Streptococcus mitis Typen (1 und 2) unterschieden werden. Typ
1 dominierte mit 36,1% aller Isolate und einer Tragerrate von 90% uber Typ 2
mit einem Anteil der Isolate von 19,4% und einer Tragerrate von 75%. Innerhalb
des Typs 1 zeigte sich auch eine grofRere Variationsbreite an morphologisch
und biochemisch unterscheidbaren Stammen. 18 von 19 Streptococcus mitis 1
Tragern wiesen mindestens zwei Untertypen auf mit einem Maximum von 10
Untertypen. Bei Streptococcus mitis 2 Tragern waren nur bei 10 von 16
Personen mehr als ein Typ und maximal vier Untertypen nachweisbar. Eine
ahnliche Variationsbreite konnte bei keiner anderen nachgewiesen Spezies
gezeigt werden.

Bei 50% der Probanden waren Streptococcus salivarius salivarius,
Streptococcus sanguinis und Gemella haemolysans nachweisbar mit einem
Prozentanteil der Isolate von jeweils 6,7%, 12,2% und 7,8%. Wahrend
Granulicatella adjacens bei drei Probanden isoliert werden konnte, waren
neuere Gattungen und Spezies wie Globicatella sanguinis oder Alloiococcus
otitidis nicht nachweisbar.

4.2 Streptokokken der Normalflora: ein

zweiseitiges Phanomen

Vergrinende und nicht-hamolysierende Streptokokken werden als eine
dominierende Komponente der Normalflora des Menschen und von
Saugetieren angesehen (DEVRIESE L.A. et al. 1992 a; DEVRIESE L.A. et al.
1992 b; RUOFF K.L. et al. 1999 a; SNEATH P.H.A. et al. 1986). Mehrere
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Arbeiten weisen auf eine wichtige Funktion der a-hamolysierenden
Streptokokken in der Infektionsabwehr hin (MACKOWIAK P.A. 1982; NAIR R.G.
et al. 2001). So konnten Patienten mit durch -hamolysierende Streptokokken
der Gruppe A verursachten rekurrierenden Tonsillitiden durch Rekolonisation
des Epipharynx und der pharyngotonsillaren Region mit a-hamolysierenden
Streptokokken ohne Antibiotika erfolgreich therapiert werden (ROOS K. et al.
1989; ROOS K. et al. 1993 a; ROOS K. et al. 1993 b).

Der Arbeitsgruppe von Kitten gelang es, Ratten durch Immunisierung mit einem
Protein von Streptococcus parasanguis effektiv vor einer Endokarditis durch a-
hamolysierende Streptokokken zu schutzen (KITTEN T. et al. 2002). Bei einem
Vergleich der Normalflora von Kindern mit haufigen Otitis media-Episoden und
einem gesunden Vergleichskollektiv konnte bei der Otitis media-Gruppe eine
deutliche Abnahme der a-hamolysierenden Streptokokken und Zunahme der
Besiedelung durch Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae und
Moraxella catarrhalis beobachtet werden. Gesunde Kinder wiesen allgemein
eine hohere Anzahl von a-hamolysierenden Streptokokken in ihren
Rachenabstrichen auf als Otitis-anfallige Kinder. Die Autoren folgerten aus
diesen Ergebnissen, dass a-hamolysierende Streptokokken inhibitorische
Effekte auf die Ansiedelung und Ausbreitung einer Reihe pathogener
Organismen wie z.B. Streptococcus pneumoniae, [(-hamolysierende
Streptokokken und Staphylococcus aureus besitzen. Eine Otitis media wird
demnach durch eine Stérung des Gleichgewichts der Normalflora
hervorgerufen, wodurch opportunistische Erreger in der Ausbreitung begunstigt
werden und zur Auslosung der Otitis media fuhren (BERNSTEIN et al. 1993).
Dieses Phanomen der unspezifischen Infektionsabwehr durch die Normalflora
wird auch mit dem Begriff ,Kolonisationsresistenz® beschrieben. a-
hamolysierende Streptokokken der oropharyngealen Normalflora sind als
wesentliche kolonisationsresistenz-vermitteinde Komponenten des Oropharynx
zu bezeichnen. Es ist anzunehmen, dass die Fahigkeit zur
Kolonisationsresistenz auf hoch spezifischen Mechanismen wie Adhasion an
orale Epithelzellen und Adaptation an die Wirtsnische beruht. Von der Vielzahl

der zur Gruppe der a-hamolysierenden Streptokokken gehorigen bakteriellen
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Spezies scheinen jedoch nur wenige Uber diese spezifischen Fahigkeiten zu
verfugen, da im wesentlichen nur vier Spezies (Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis und Gemella haemolysans)
regelhaft (Tragerrate = 50%) bei gesunden Probanden nachweisbar waren. Die
hohe Stammvariation bei Streptococcus mitis (bis zu 10 phanotypische
Variationen pro Proband) konnte darliber hinaus auf differenzierte
Adaptationsmechanismen hindeuten. Uber spezifische epithelzellwirksame

Adhasine ist jedoch bei diesen Spezies bislang nichts bekannt.

Die zweite Seite des Phanomens der Besiedelung des Oropharynx durch a-
hamolysierenden Streptokokken liegt darin, dass diese Bakterien selbst als
Erreger von einer Vielzahl von Infektionsprozessen fungieren koénnen
(ECHEVERRIA M.J. et al. 1998; SERRAT C. et al. 1998; STALNIKOWICZ R.
und BLOCK C. 2001). Einige Spezies sind schon lange als typische Erreger bei
der Pathogenese der bakteriellen Endokarditis sowie der Karies beteiligt. Als
Erreger der Endocarditis lenta spielen vor allem S. sanguinis und
dextranbildende S. mitis-Stamme eine dominierende Rolle. Gemeinsam mit S.
bovis und S. mutans sind sie fur mehr als 50% aller bakteriellen Endokarditiden
nativer Herzklappen verantwortlich. Auch bei den Spatinfektionen kunstlicher
Herzklappen ist S. mitis einer der typischen Erreger (BRANDIS H. und SCHAAL
K.P. 1988; PARKER M.T. und BALL L.C. 1976; WATANAKUNAKORN C. und
BURKERT T. 1993).

Bei neutropenischen Patienten sind in den letzten Jahren a-hamolysierende
Streptokokken als Infektionserreger zunehmend haufiger isoliert worden
(ARNING M. et al. 1990; AWADA A. et al. 1992; BEIGHTON D. et al. 1994;
BURDEN A.D. et al. 1991; DEVAUX Y. et al. 1992; ELTING L.S. et al. 1992;
HENSLEE J. et al. 1984; JACOBS J.A. et al. 1995). Bei dieser Patientengruppe
hat sich das Spektrum von Infektionserregern in den letzten Jahrzehnten stark
verandert. Wahrend vor 20-30 Jahren mehr als 70% der Infektionen durch
gramnegative Erreger ausgeldst wurde, hat insbesondere dank effektiver
Antibiotika-Prophylaxeregime in den letzen Jahren die Rate der von

gramnegativen Erregern ausgelosten Bakteriamien kontinuierlich bis auf 31%
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abgenommen. Im Zuge dieser Entwicklung nahm die Letalitat erheblich ab. Im
gleichen Zeitraum nahm dagegen die Haufigkeit von Infektionen durch
grampositive Erreger deutlich zu. Seit etwa 10 Jahren dominieren a-
hamolysierende  Streptokokken als Bakteriamieerreger (35-40% der
Blutkulturisolate), vor allem die Spezies Streptococcus mitis und Streptococcus
sanguinis. Diese Bakterien spielen besonders bei Leukdmie- oder Lymphom-
Patienten eine wesentliche Rolle im Hinblick auf die Morbiditat (Sepsis- und
ARDS-Entwicklung), wie auch die Letalitat. Wahrend der Phase der intensiven
Chemotherapie scheinen sie die Hauptverursacher der Mortalitat zu sein
(BERNER R. et al. 1998; HANAGE W.P. und COHEN J. 2002; McWHINNEY
P.H. etal. 1991; VALTEAU D. et al. 1991).

Da neutropenische Patienten haufig an zytostatikainduzierter Mukositis leiden,
die ein Risikofaktor fur eine Bakteriamieentwicklung darstellt, wird davon
ausgegangen, dass die Erreger oft Uber die entziindete Mundschleimhaut zur
Infektion fuhren. Molekulargenetische Untersuchungen konnten belegen, dass
eine Ubertragung von Mensch zu Mensch bei einem neutropenischen Patienten
als selten einzustufen ist (WISPLINGHOFF H. et al. 1999). Das bedeutet, dass
die Schleimhautflora selber eine Bakteriamie begunstigt oder sogar verursacht.
(BLIUJLEVENS N.M. et al 2001; BOCHUD P.Y. et al. 1994 a; BOCHUD P.Y. et
al. 1994 b; BURDEN A.D. et al. 1991; TUNKEL A.R. und SEPKOWITZ K.A.
2002; VAN DER LELIE H. et al. 1991; VAN DER LELIE H. et al. 2001).

4.3 Alters- und geschlechtsabhanqgige

Entwicklung des Keimspektrums

Unter Keimspektrum wird die Anzahl unterschiedlicher Arten von
Mikroorganismen pro untersuchten Proband verstanden.

Angesichts der unterschiedlichen Gruppengréften und der geringen Anzahl an
Probanden kdénnen nur Tendenzen beobachtet werden. Die Theorie, dass die

Speziesvielfalt mit dem Alter steigt, bestatigt sich in der vorliegenden Arbeit: In
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Gruppe | (Alter <20 Jahre) herrschen Streptococcus mitis 1 und 2 mit 76 %
eindeutig vor. In Gruppe Il (20-40 Jahre) und IIl (>40 Jahre) ist der Anteil der
beiden Leitkeime auf 50,5%, bzw. 56,8% gesunken. Die Speziesvielfalt aber ist
gestiegen.

Eine geschlechtsbezogene Abhangigkeit war bei der Auswertung des
Keimspektrums nicht feststellbar. Es lagen Isolate von 10 mannlichen und 11
weiblichen Probanden vor, die sich hinsichtlich des Keimspektrums und der
Stammvielfalt nur geringfugig unterschieden.

4.4 Beurteilung

Die Rachenabstriche der 21 untersuchten Personen (180 Isolate) wurden
ausschlief3lich auf grampositive, katalasenegative Kokken untersucht. Es zeigte
sich bei allen Probanden ein  Keimspektrum der typischen
Schleimhautbesiedelung mit Schwerpunkt auf den beiden Spezies
Streptococcus mitis 1 und 2 (55,5% aller Isolate). Des weiteren konnten
Spezies wie Gemella haemolysans, Streptococcus salivarius salivarius u.a.
problemlos mit den vorhandenen diagnostischen Mitteln differenziert werden.
Dieses Ergebnis spiegelt die allgemein bekannten Erkenntnisse Uber die
Zusammensetzung der Normalflora des Menschen wider.

Spezies anspruchsvoller und seltener Gattungen wie Alloiococcus, Globicatella
oder Facklamia konnten nicht oder nur in sehr begrenzter Anzahl isoliert
werden, dies waren sechs Isolate der Spezies Granulicatella adiacens.

FiUr solche Spezies konnte mdglicherweise mit Einsatz molekularbiologischer
Verfahren eine hohere Nachweisrate erreicht werden. Bei diesen empfindlichen
Bakterien ist Koloniewachstum — wenn Uberhaupt — teilweise erst nach einer
Woche sichtbar. Fur die Routinediagnostik wird es dadurch problematisch, fur
Patienten in angemessener Zeit einen Erreger zu identifizieren und ein
Antibiogramm zu erstellen. Eine Vielzahl von Arbeiten unterstreicht nun die
Vorzuge der molekularbiologischen Diagnostik fur die Identifizierung. In einigen

Studien konnten beispielsweise durch die Anwendung PCR-basierter Methoden
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Erreger im Mittelohrsekret bei an Otitis media Erkrankten nachgewiesen
werden, obwohl parallel angelegte mikrobiologische Kulturen kein Wachstum
ergaben. Es erwies sich, dass fast immer Bakterien die Ursache der Otitis
media sind und Alloiococcus otitidis dabei eine wichtige Rolle spielt. In den
verschiedenen Studien wurde bei 18,5% bis 50% der untersuchten Patienten im
Ergulmaterial des Mittelohres Alloiococcus otitidis nachgewiesen. Alloiococcus
otitidis kam allein oder in Kombination mit anderen Bakterien, z.B. Haemophilus
influenzae vor (BESWICK A.J. et al. 1999; FRAISE A.P. et al. 2001; HENDOLIN
P.H. et al. 1997, 1999 und 2000; KALCIOGLU M.T. et al. 2002).

Dass anspruchsvollere Gattungen in der vorliegenden Arbeit nicht oder nur in
sehr begrenzter Anzahl isoliert wurden, kann auch bedeuten, dass sie ihre
Habitat auRerhalb der Rachenschleimhaut haben. So ware es moglich, dass
Alloiococcus otitidis nur in  Ohren vorkommt und nicht in der
Rachenschleimhaut. Wo keine Bakterien sind, kann man auch keine
nachweisen. Sie konnten auch Uberhaupt nicht zur ,residenten Flora“ des
Menschen gehoren und nur an ,exogenen® Infektionen beteiligt sein. Diese
These deckt sich mit einem der Einschluf3kriterien fur diese Studien, denn die
Abstrichentnahme erfolgte nur von gesunden Probanden mit einem reizfreien

Rachen ohne Entzindungszeichen.

4.5 Methodenkritik

Viele Spezies der Familie der Streptococcaceae sind mit Sicherheit, einige nur
vermutlich der menschlichen Normalflora angehérig. Im Rahmen der
vorliegenden Studie wurden Mitglieder dieser Familie anhand mikrobiologischer
Methoden in Rachenabstrichen differenziert. Von den bisher bekannten 20
Gattungen konnten vier gefunden werden.

Nach einem ersten Ansatz auf Schafblut- und Kaninchenblutagar wurden
einzelne Kolonien nach bestimmten Auswahlkriterien subkultiviert und

differenziert. Es ist fraglich, ob diese subjektive Auswahl das Keimspektrum des
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jeweiligen Probanden adaquat abbildet. Es besteht die Mdoglichkeit, dass
langsam wachsende und anspruchsvolle Spezies unterreprasentiert blieben.

Die einmal gewonnen Reinkulturen konnten problemlos mit den beschriebenen
Testverfahren differenziert werden, wobei die in Anlehnung an FACKLAM R.R.
und ELLIOT J.A. (1995) zusatzlich durchgeflhrten Testreihen keine zusatzliche
Differenzierung der gesuchten Spezies ermdglichten. Insofern kann das API 20
STREP als geeignetes Identifizierungssystem sowohl fur die hier
beschriebenen, als auch fur die bisher in der medizinischen Diagnostik als
relevant angesehenen Streptokokken angesehen werden. Es erhebt sich
jedoch die Frage, ob es zukulnftig fur die Diagnostik ausreichend ist, wenn nicht
alle fur eine Infektion potentiell ursachlichen Bakterienspezies gefunden werden
konnen. Fur die klinische Anwendung ist allein die erfolgreiche Therapie eines
Patienten ausschlaggebend. Die genaue Kenntnis der Antibiotikaresistenzen
des jeweiligen Erregers ist dafur sehr wichtig, was eine sorgfaltige Diagnostik
voraussetzt (STALNIKOWICZ R. und BLOCK C. 2001). JACOBS J.A. et al
(1995) und FRAISE A.P. et al. (2001) bezeichnen das API 20 STREP fur die
Identifikation von ,Viridans-Streptokokken®, bzw. die Gattung Alloiococcus als
nicht ausreichend. RUOFF K.L. (2002) meint, die Diagnostikmoglichkeiten im
ublichen Routine-Labor seien nicht darauf ausgerichtet, Mitglieder der grof3en
Familie der Streptococcaceae zu differenzieren. Die anspruchsvolleren Spezies
konnen leicht verwechselt werden mit haufiger vorkommenden, weniger
aufwendig differenzierbaren Spezies. Viele Vertreter dieser Familie kdnnen nur
von Speziallaboratorien genau identifiziert werden. NIEDERMAN M.S. (2001)
verlangt nach verbesserter Methodik bei klinischen Studien: Zahlreiche
Vero6ffentlichungen prasentieren widersprichliche Ergebnisse, worunter nicht
nur die Patienten zu leiden haben; auch der Kostenaufwand ist hoch. Es ist
notwendig, das Wissen Uber die aktuellen problematischen klinischen Falle vor
Ort (Erreger samt Sensibilitats-Muster) standig auf dem neuesten Stand zu
halten. So kann das Auftreten oder die Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen

S0 niedrig wie mdglich gehalten werden.
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4.6 APl 20 STREP im Vergleich mit der
Referenzmethode bei den Tests PYR/LAP

Bei 138 Isolaten wurden die Schlusselreaktionen der Pyrrolidonyl-Arylamidase
(PYR) und Leucin-Arylamidase (LAP) sowohl im API 20 STREP, als auch mit
dem sogenannten Plattchentest durchgefuhrt. 94,9% der PYR-Reaktionen und
93,5% der LAP-Reaktionen stimmten Uberein. Legt man den Plattchentest als
Referenzmethode zugrunde, so fielen im APl 20 STREP vier von dreizehn
(30,8%) Reaktionen auf PYR falsch positiv aus. Die falsch positiv bewerteten
Isolate waren jeweils zwei Stamme der Spezies Granulicatella adiacens und
Gemella haemolysans. Bei der Reaktion auf LAP fielen vier von 19 (21,1%)
Ergebnissen beim APl 20 STREP falsch negativ aus Es handelte sich um
jeweils ein Stamm der Spezies Granulicatella adiacens, Gemella haemolysans
sowie zwei Streptokokkenstamme. Eine mogliche Ursache der abweichenden
Ergebnisse kann das schlechte Wachstum dieser anspruchsvollen Spezies und

die damit verbundene geringe Enzymproduktion darstellen.

4.7 Penicillinempfindlichkeit

In der vorliegenden Arbeit wurden 121 Stamme auf ihre Penicillinempfindlichkeit
getestet. 116 Stamme (95,9%) waren sensibel und vier Stamme (3,3%) maRig
sensibel. Ein Stamm (0,8%) erwies sich als resistent gegen Penicillin G.

Die maRig sensiblen Isolate waren Streptococcus mitis 1 (aus der Altersgruppe
), Streptococcus mitis 2 und Streptococcus sanguinis (aus der Altersgruppe lll),
sowie Streptococcus salivarius (aus der Altersgruppe Il). Der resistente Stamm
war Streptococcus mitis 1 (aus der Altersgruppe 1). Dass drei der Spezies
Streptococcus mitis sind, deckt sich mit den in der Einleitung beschriebenen
Arbeiten, die Streptococcus mitis am haufigsten als resistente Spezies

nachwiesen.
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Dieses Ergebnis suggeriert auf den ersten Blick ein glinstiges Resistenzprofil.
Zu bedenken ist jedoch, dass hier ein Kollektiv von Gesunden untersucht
wurde, also keine Blutkulturen bei Bakteriamie, sondern Rachenabstriche von
reizfreier ~ Schleimhaut. Ebenso war die Schleimhautflora keinem
Selektionsdruck durch vorhergehende Antibiosen ausgesetzt. Unter diesem
Aspekt ist der beobachtete Anteil von Tragern malig sensibler bis resistenter
Isolate von 23,8% (funf von 21 Probanden) bedenklich. Ein mafig sensibler und
der resistente Stamm - beide ein Streptococcus mitis 1 - waren zudem von zwei
Kindern im Alter von sechs und zwolf Monaten entnommen worden. Beide
hatten bis zur Abstrichentnahme noch keine langeren Krankenhausaufenthalte,
prophylaktische oder therapeutische Antibiotikagaben in der Anamnese. Es ist
daher eher unwahrscheinlich, dass sich die Resistenz auf dem Boden eines
primar sensiblen Stammes entwickelt hat. Fur eine Penicillinresistenz in
grampositiven Streptokokken bedarf es nicht nur einer Punktmutation, sondern
einer verminderten Affinitat mehrerer PBPs gegenuber (-Laktamantibiotika
(SPRATT B. G. 1994). Die beiden resistenten Streptococcus mitis-Stamme in
der vorliegenden Arbeit sind daher vermutlich eher schon als resistente
Stamme von den Eltern auf die Kinder Ubertragen worden.

KING A. et al. konnten 2002 feststellen, dass in der Normalflora des Nasen-
Rachen-Raumes Gesunder immer ein Pool von Streptokokken mit der
genetischen Eigenschaft der Makrolid-Resistenz vorkommt, die auf andere
Spezies Ubertragen werden kann. Ebenso kann Penicillinresistenz nachweislich
durch genetische Rekombination von Streptococcus mitis auf Streptococcus
pneumoniae Ubertragen werden (HAKENBECK R. et al. 1998). Die Rachenflora
des Menschen kann so als Reservoir fur Resistenzen dienen, die
speziesubergreifend Ubertragen werden. Dadurch besteht die Gefahr, dass
nicht nur die durch die resistenten Streptokokken verursachten Infektionen eine
schlechtere Behandelbarkeit und ungunstigere Prognose zeigen. Primar nicht
resistente Bakterien konnten bei einer opportunistischen Infektion Resistenzen
von anderen Stammen der residenten Flora erwerben und dadurch zu

problematischen Krankheitsverlaufen fuhren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Mundhohle des Menschen ist von zahlreichen Bakterien besiedelt, die als
.residente Flora“ bezeichnet wird und sich durch ein breites Keimspektrum
auszeichnet. Grampositive Streptokokken gewinnen in den letzten Jahren als
Krankheitserreger von opportunistischen Infektionen vor allem bei
immunsupprimierten Patienten zunehmend an Bedeutung. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Mitglieder der Familie der Streptococcaceae aus
Rachenabstrichen von 21 gesunden Probanden charakterisiert. Das
Abstrichmaterial wurde durch mikrobiologische Kultivierung weiterverarbeitet
und differenziert. Die so gewonnen Reinkulturen wurden mit dem API 20
STREP und weiteren Zusatzreaktionen bis auf Speziesebene identifiziert und
auf Penicillinresistenz untersucht. Von insgesamt 180 charakterisierten Isolaten
stellten die Spezies Streptococcus mitis 1 und 2 sowie Streptococcus sanguinis
den Hauptanteil mit jeweils 36,1%, 19,4% und 12,2%. Andere Spezies
entstammten den Gattungen Streptococcus, Aerococcus, Gemella und
Granulicatella. Geschlechtsabhangige Unterschiede im der Zusammensetzung
der Rachenflora konnten nicht nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich mit
zunehmendem Alter ein tendentiell breiter gefachertes Keimspektrum. Vier
Isolate erwiesen sich als maRig sensibel gegentber Penicillin G mit einer MHK

zwischen 0,125 und 2 pg/ml, ein Isolat aus einem sechs Monate alten Kind als

resistent mit einer MHK >2 pg/ml.
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7 ANHANG

7.1 Probandendaten
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Die Probanden (P) wurden in zeitlicher Reihenfolge durchnummeriert. In der

folgenden Tabelle sind das Alter in Jahren und das Geschlecht aufgeschlusselt.

Gruppe | Gruppe |l Gruppe Il
Manner Frauen Manner Frauen Manner Frauen
P16 (4) P7 (1) P12 (23) P2 (25) P14 (48) P1 (44)
P17 (0,5) P13 (24) P3 (31) P18 (43) P10 (55)
P15 (24) P4 (25) P19 (57)
P21 (38) P5 (32) P20 (41)
P6 (23)
P8 (24)
P9 (25)
P11 (27)
7.2 Nahrmedien
7.2.1 Kaninchenblutagar (KBA)
-Spezialpepton 23,0 g/l
-Starke 1,0 g/l
-Natriumchlorid 5,0 g/l
-Agar 10,0 g/l
-Kaninchenblut 5,0%

pH 7,3 +/-0,2

7.2.2 Schafsblutagar (SBA)

Columbia-Blut-Agar mit 5% Schafblut (OXOID Best.Nr. CM 331)
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7.2.3 Brain-Heart-Infusion-Agar (BHIA)

OXOID Best.Nr. CM 375
-Kalbshirninfusion
-Rinderherzinfusion
-Proteose-Pepton
-Natriumchlorid
-Glukose
-Dinatriumhydrogencarbonat
-Agar
-Schafsblut

-Zusatz von Isovitalex (Firma BBL ,Best.Nr.4311876)

7.2.4 Heart-Infusion-Bouillon (HIB)

DIFCO Best.Nr.1.10493

1. fur die 10° und 45°C-Bebrutung:
-Indikator Bromcresolpurpur (0,48%)
-Dextrose
-Rinderinfusion
-Tryptose
-Natriumchlorid

2. fur die Natriumchlorid-Toleranz:
-Indikator Bromcresolpurpur (0,48%)
-Glukose
-Natriumchlorid
-Rinderinfusion
-Tryptose

7.2.5 Enterococcosel-Agar (ECA)

BBL Best.Nr. 4312205
-Caseinpepton, pankreatisch verdaut
-tierisches Gewebelysat
-Hefeextrakt

-Rindergalle, (dehydriert)
-Natriumchlorid
-Natriumcitrat

-Askulin
-Eisen-Ammonium-Citrat
-Konservierungsstoff NaN3
-Agar

pH bei 25°C 7,1 +/- 0,2

12,5 g/l
5,0 g/l
10,0 g/l
5,0 g/l
2,0 g/l
2,549l
10,0 g/l
5,0 %

2,0 % VIV
0,1 %
500 g/l
10 g/l
5 g/l

2,0% VIV
0,5 %
6,5 %
500 g/l
10 g/l

17,0 g/l
3,09/
5,0 g/l

10,0 g/l
5,04/
1,0 g/l
1,0 g/l
0,5 g/
0,25¢/1

13,5 g/l



7.2.6 Dextranagar (DXA)

eigene Herstellung
-Tryptose
-Sojapepton

-NaCl
-Saccharose
-Agar

-A. dest.

pH 7,4 +/- 0,2

1000 ml

o7
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