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1 Einleitung
1.1 Cystische Fibrose

Die Cystische Fibrose (CF, Mukoviszidose) ist die haufigste autosomal rezessiv
vererbte Stoffwechselkrankheit in der kaukasischen Bevolkerung mit einer Hau-
figkeit von 1 auf 2500 Lebendgeburten [75]. Verursacht wird sie durch Mutatio-
nen auf einem Gen, das auf Chromosom 7 liegt und ein Protein kodiert, den
sogenannten ,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator® (CFTR)
[88]. Das CFTR-Protein fungiert hauptsachlich als Chloridionenkanal an Mem-
branen von Epithel- und Drisenzellen [15]. Ist es defekt, entstehen krankhafte
Verdanderungen an Organen mit exokriner Drisenfunktion. Es kommt zur Bil-
dung eines hochviskdsen Sekrets, vor allem an der Epitheloberflache des Re-
spirations- und des Gastrointestinaltrakts, wobei die schwerwiegendsten Ver-
anderungen die Lunge betreffen [26], da sie chronische Infektionen nach sich

ziehen, an denen Uber 90% der Patienten sterben [91].

1.2 Chronische Lungeninfektionen bei CF

Am haufigsten werden chronische Lungeninfektionen verursacht durch Pseu-
domonas aeruginosa, gefolgt von Staphylococcus aureus, Haemophilus in-
fluenzae, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosooxidans und
Burkholderia cepacia [39]. In den ersten Lebensjahren wird die Lunge der Pati-
enten vor allem mit S. aureus infiziert, grampositiven Kokken, die hauptséachlich
fur nosokomiale Infektionen verantwortlich sind, sowie H. influenzae, schnell-
wachsenden, unbekapselten, gramnegativen Stébchen, die bei chronischer
Bronchitis beteiligt sind. Mit zunehmendem Alter dominiert jedoch P. aerugino-
sa, ein ubiquitdrer Umweltkeim. Die meisten Patienten versterben an einer In-
fektion mit P. aeruginosa [45, 52]. In gesunden Lungen ist das Immunsystem in
der Lage, vor allem mit Hilfe von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
Bakterien wie P. aeruginosa in Kirze zu eradizieren, in CF-Lungen ist dies je-
doch nicht der Fall [30]. Hier kommt es zu einer chronischen Entziindungsreak-

tion, welche die Lungen fortlaufend schadigt [75]. Obwohl die pathogenetischen



Mechanismen noch nicht endgultig verstanden sind, werden verschiedene
Hypothesen diskutiert. Khan et. al. gehen davon aus, dal’ die Atemwege von
CF-Patienten schon in den ersten Monaten des Lebens entziindet sind, bevor
Infektionen auftreten [51]. Imundo et. al. und Poschet et. al. zeigen, dal3 Be-
standteile der Epithelzellen bei CF verandert sind, was dazu fuhren kann, daf
Keime wie P. aeruginosa oder S. aureus verstarkt an diese gebunden werden,
wodurch das Risiko einer Infektion steigt. [50, 72]. In der Arbeit von Pier wurde
das CFTR-Protein als ein Rezeptor beschrieben, der bei normaler Funktion fa-
hig ist, P. aeruginosa aufzunehmen und zu toéten [70]. Ein defektes CFTR-
Protein ist dagegen nicht fahig, die Bakterien zu binden und aufzunehmen,
worauf diese sich ungehindert im Lumen des Respirationstrakts vermehren und
Infektionen auslésen kdnnen. Laut Smith et. al. und Widdicombe flihrt eine er-
hohte Sekretion von Kochsalz der Epithelzellen des Respirationstrakts zu einer
Inaktivierung von Defensinen, Molekilen der kérpereigenen Abwehr. Diese
konnen dann nicht mehr Bakterien abtoten, wodurch Infektionen beglnstigt
werden [79, 93]. Matsui et. al. gehen davon aus, daf eine abnorme Absorption
von Natriumionen, verbunden mit der Unfahigkeit des CFTR-Kanals, Chloridio-
nen zu sezernieren, zu einer Volumenreduktion des Flussigkeitsfiims an der
Oberflache der Epithelzellen fuhrt [60]. Dadurch kommt es zur Bildung eines
verdickten zahflissigen Schleims, der die mukoziliare Reinigung und das Ab-
husten erheblich beeintrachtigt. Laut Worlitzsch et. al. finden Keime wie P. ae-
ruginosa, die in diesen Schleim eindringen, mikroaerophile bis anaerobe
Wachstumsbedingungen vor. Diese bewirken, daf} die Bakterien von einem
nonmukoiden auf einen mukoiden Phéanotyp mit vermehrter Produktion von
Exopolysacchariden umschalten. Dadurch kommt es zur verstarkten Bildung
von sogenanntem Biofilm, in dem die Bakterien vor dem Immunsystem ge-
schitzt sind [96] (s. Abb. 1).
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Abb. 1 a-f: Pathogenetische Hypothese der Lungenerk rankung bei CF:
Blaue Felder=Schleimschicht; gelbe Felder=Epithelze llen des Atemtrakts.
Sauerstoffgradient (pO »): rot=aerobe Bedingungen, blau=anaerobe Bedin-

gungen. Normale mukoziliare Clearance (a) ist bei C  F (b) aufgrund patho-
logischer lonenverhéltnisse, die zur Bildung von ho chviskbsem Schleim
fuhren (c), nicht vorhanden. Mikroaerophile bis ana  erobe Bedingungen
(blauer Balken), die aufgrund verstarkter Sauerstof  fatmung der Epithelzel-
len entstehen, werden von eindringenden  P. aeruginosa wahrgenommen
(d), worauf die Bakterien verstarkt Alginat (e) und schlie3lich Makrokolo-

nien aus Biofilm (grtn) bilden (f). Modifizierte Gr  aphik aus [96].

Aus den vorangestellten Hypothesen wird deutlich, da’ die Entstehung chro-
nisch entzindlicher Lungeninfektionen ein multifaktorielles Geschehen darstellt.
Fur die Therapie von CF-Lungeninfektionen sind die Faktoren anaerobes
Wachstum und Biofilm von grof3er Bedeutung, da bekannt ist, dal3 sie die Wir-
kung von Antibiotika abschwachen kénnen [69; 82]. Von mukoiden, Biofilm bil-
denden P. aeruginosa ist zudem bekannt, dal3 sie in CF-Lungen durch Antibio-

tika nicht eradiziert werden kdnnen [31].



1.3 Anaerobe Wachstumsbedingungen

Von Worlitzsch et. al. wurde die Hypothese aufgestellt, daf® die anaeroben Be-
dingungen in der CF-Lunge fiur P. aeruginosa ein Ausldser sind, verstarkt Bio-
film zu bilden [96]. Als fakultativen Anaerobiern ist es Bakterien wie P. aerugi-
nosa maoglich, anaerob zu Uberleben, wenn geeignete Elektronenakzeptoren
wie Nitrat, Nitrit oder Arginin zur Verfigung stehen [43]. In der Arbeit von Wor-
litzsch et. al. wurde der Gehalt von Nitrat in CF-Lungen gemessen, es stellte
sich heraus, dald er sehr niedrig ist (ca. 20 pM) [96]. Des weiteren konnte dort
gezeigt werden, dafld dieser limitierte Gehalt von Nitrat P. aeruginosa dazu ver-
anlaf3t, die Alginatproduktion deutlich zu erhéhen, und daf3 selbst nonmukoide
Stamme unter diesen Bedingungen auf einen mukoiden Zelltyp umschalten und
massiv Alginat produzieren. Daraus lalt sich schlie3en, dal3 der anaerobe
Strel3 ein Trigger fur die Bakterien ist, in einen mukoiden Ph&notyp lberzuge-

hen, was ihnen die Mdglichkeit gibt, Biofilm zu bilden.

Es ist bekannt, dal3 anaerobe Bedingungen die Wirkung vieler Antibiotika redu-
zieren [69]. So wirken verschiedene B-Lactam-Antibiotika, wie z.B. Ceftazidim
gegen P. aeruginosa, unter anaeroben Bedingungen schlechter [5]. Eine
schlechtere Wirkung von Aminoglykosiden gegen verschiedene gramnegative
und grampositive Keime unter anaeroben Bedingungen ist ebenfalls beschrie-
ben worden [85], ebenso fur Chinolone wie Ciprofloxacin [98]. Fur dieses Pha-
nomen existieren verschiedene Erklarungen. So kdnnen ein gedrosselter Stoff-
wechsel unter anaeroben Bedingungen und ein langsameres Wachstum die
Wirksamkeit der Antibiotika abschwachen. Dies erscheint gerade fur p-Lactam-
Antibiotika plausibel, die nur wachsende Bakterien abtbten, indem sie die Zell-
wandsynthese inhibieren [53]. Des Weiteren kann sich die Wirksamkeit von
Antibiotika vermindern, indem sich der Stoffwechsel des Bakteriums verandert
und dadurch die Antibiotika nicht mehr an ihren Wirkungsort gelangen kénnen
oder unwirksam werden [43]. Mdgliche Ursachen sind auferdem eine vermin-

derte Aufnahme der Antibiotika in das Bakterium aufgrund einer strukturellen



Veranderung von Membrankanalen, eine Verminderung des intrazellularen pHs

oder eine Synthesehemmung innerhalb des bakteriellen Stoffwechsels [98].

1.4 Biofilm

Biofilme sind definiert als ortstandige bakterielle Gemeinschaften, die von einer
Matrix umschlossen sind und aneinander und/oder auf Oberflachen adhérieren.
Bakterielle Biofilme stellen eine Wachstumsform dar, die sich vom planktoni-
schen Wachstum deutlich unterscheidet [29]. Sie kommen in der Natur ubiquitar
vor und sind gekennzeichnet durch Variabilitat und Heterogenitat in Bezug auf
Spezies, Zellverteilung, Adharenz und Ernahrungsbedingungen, wobei in der
Natur Biofilme normalerweise aus gemischten Spezies bestehen [19]. Die Bio-
filmbildung l&uft in mehreren Schritten ab. Zunachst setzen sich die planktoni-
schen Bakterien mit Hilfe von Adhasinen auf einer Oberflache fest. P. aerugino-
sa und E. coli bendétigen dazu Flagellen und Pili, wie durch Tests mit Mutanten,
die zur Biofilmbildung unfahig waren, herausgefunden wurde [23]. Die Bakterien
kénnen jedoch auch untereinander adhérieren und Biofilminseln bilden, ohne
sich vorher auf einer soliden Oberflache festzusetzen [23]. Im weiteren Verlauf
verandern die Bakterien ihren Phanotyp. Sie verlieren ihre Geiseln und begin-
nen verstarkt mit der Produktion einer hochhydratisierten Matrix aus extrazellu-
laren polymerischen Substanzen, die hauptsachlich aus Exopolysacchariden
(EPS) bestehen, sowie zusatzlich aus Proteinen, Nukleinsduren und Phospholi-
piden [84]. Bei P. aeruginosa ist der Hauptbestandteil das Lipopolysaccharid
Alginat [83]. Es wurde gezeigt, dald schon kurz nach der Adharenz von P. aeru-
ginosa Gene aktiviert werden, die die Produktion von Alginat hoch regulieren
[25]. Durch Teilung in Zell-Cluster beginnen die Bakterien Mikrokolonien zu bil-
den die vdllig in die extrazellulare Matrix eingebettet sind [44]. Die Matrix gibt
dem Biofilm die nétige Stabilitat. Sie ist gelartig und viskoelastisch, wodurch der
Biofilm auf mechanische Beanspruchungen reagieren kann [83]. Auf diese Wel-

se beginnt der Biofilm zu reifen und Strukturen auszubilden (s. Abb. 2).
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Abb. 2: Biofilmbildung von  P. aeruginosa :

1. Planktonische P. aeruginosa bewegen sich auf eine Oberflache zu

2. Die Bakterien adhéarieren auf der Oberflaiche und  bilden eine Schicht
3. Durch Zellteilung bilden sich Mikrokolonien

4. Durch die Produktion von EPS entsteht Biofilm

Modifizierte Grafik aus [23], mit freundlicher Erla  ubnis der Autoren.

Mit Hilfe des konfokalen Scanning Laser Mikroskops [54] ist es gelungen, die
Strukturen von Biofilmen lebender Bakterien zu untersuchen. Reifer P. aerugi-
nosa-Biofilm, der kiunstlich auf einer Oberflache mit Hilfe eines Fliessystems
erzeugt wird und bis zu 100 um dick sein kann, bildet pilz- und pfeilerartige
Makrokolonien, in denen die zusammenhdngenden Mikrokolonien, die die
Grundeinheiten des Biofilms darstellen, durch Wasserkanale unterteilt sind (s.
Abb. 3). In der CF-Lunge bildet P. aeruginosa jedoch ovale Makrokolonien, die

wie Inseln im Mukus lokalisiert sind (s. Abb. 4).



Abb. 3 a, b: P. aeruginosa -Biofilm: Abb. 3 a: Reifer, kunstlich erzeugter
Biofilm von P. aeruginosa, bestehend aus pilzartigen Makrokolonien [41],
mit freundlicher Erlaubnis des Autors. Abb. 3 b: Sc hematische Darstel-
lung eines reifen Biofilms von  P. aeruginosa mit pilzartigen Makrokoloni-
en und Wasserkanalen. Aus dem Internet (http://www. erc.montana.edu)
mit freundlicher Erlaubnis des MSU Center for Biofi Im Engineering, NSF
Engineering research center, Montana State Universi  ty, Bozeman, Monta-
na, USA.

Mukus

——  Bakterielle
Makrokolonien

Epithelzellen des
Bronchiolus

Abb. 4 a, b: P. aeruginosa -Biofilm in den Bronchioli eines CF-Patienten.
Die bakteriellen Makrokolonien (weil3e Pfeile) sind intraluminal im Mukus
lokalisiert. Zu beachten ist die Abwesenheit von P. aeruginosa an der
Oberflache der Epithelzellen (schwarzer Pfeil). Mod ifizierte Grafiken aus
[96], mit freundlicher Erlaubnis der Autoren.



Eine Erklarung fur die Persistenz von mukoiden Keimen in der CF-Lunge bietet
die Entdeckung, dal} die EPS-Matrix die Keime vor den Granulozyten, welche
die Immunreaktion dominieren, schitzt. Dies geschieht, indem sie die Oberfla-
che der Keime fur die Granulozyten unzuganglich macht und damit die Phago-
zytose der Keime durch die Granulozyten verhindert [11]. Auch die extrazellula-
ren Abwehrsubstanzen der Granulozyten wie reaktive Sauerstoffmolekule, pro-
teolytische Enzyme und andere antimikrobielle Proteine scheinen durch die
EPS-Matrix in ihrer Wirkung deutlich abgeschwacht zu werden. Die permanente
Freisetzung dieser Substanzen fiihrt jedoch zu einer chronischen Entziindungs-
reaktion, wobei die Keime selbst nicht endgultig eliminiert werden kénnen [30].

Die erhéhte Resistenz von Biofilmbakterien gegen Antibiotika, die bis zu tau-
sendfach hoher sein kann als die von planktonischen Bakterien [40], ist ein we-
sentliches Problem bei der Behandlung von Infektionen, bei denen Biofilmbak-
terien vorkommen. Die bekannten Resistenzmechanismen einzelner Zellen wie
Impermeabilitdt der Bakterienwand, Effluxpumpen, enzymatische Inaktivierung
der Antibiotika oder Veranderungen des antibiotischen Angriffsziels [71] spielen
hier sicherlich eine Rolle, denn durch biofilmspezifische Veranderungen in der
Genregulation oder durch die erleichterte Weitergabe von Resistenzgenen sind
Biofilmbakterien gegeniber planktonischen Bakterien mdglicherweise im Vortell
bei der Anwendung dieser Mechanismen [82]. So ist bekannt, dal3 Bakterien in
Biofilmen Effluxpumpen oder Membranproteine anders exprimieren als plankto-
nische Bakterien [59]. Bestimmte Stoffwechselsysteme konnen protektive
Schutzmechanismen durch gezielte Aktivierung von Genen triggern [82]. Je-
doch gibt es auch Hypothesen, die biofilmspezifische Faktoren fur eine erhéhte
Resistenz verantwortlich machen. So ist bekannt, dal3 die EPS-Matrix die Diffu-
sion von Antibiotika behindern kann, wobei manche Antibiotika den Biofilm gut
penetrieren kdnnen, andere kaum, was abhéngig von Antibiotika und Biofilm ist
[20]. Mathematische Modelle sagen vorher, dal Biofilme eine gute Diffusions-
barriere bilden, wenn das Antibiotikum in den &uf3eren Schichten des Biofilms
deaktiviert wird, bevor es vollstandig diesen penetrieren kann [81]. Dieses Mo-
dell ist durch praktische Studien untermauert worden [2]. Auch verdnderte Um-



weltbedingungen koénnen flir eine schlechtere Wirkung der Antibiotika verant-
wortlich sein. So bestehen in Biofilmen Konzentrationsgradienten von metaboli-
schen Substraten und Produkten, weshalb in Biofilmen Zellen existieren, die
kaum oder gar nicht wachsen [63]. Die Wirksamkeit bestimmter Antibiotika, wie
z.B. B-Lactam-Antibiotika, ist unter solchen Bedingungen verringert, da diese
auf das Wachstum von Bakterien angewiesen sind. Eine andere, spekulative
Hypothese geht davon aus, dal3 eine Subpopulation von Bakterien einen spezi-
ellen, hochgeschutzten, sporenédhnlichen Phanotyp bildet, der nicht mutations-
bedingt ist, aber diese Bakterien vor Antibiotika schitzt [56]. Diese Hypothese
kénnte eine Erklarung bieten fur die Tatsche, dafd auch dinne Biofilme gegen

Antibiotika resistenter sind als planktonische Bakterien [14].

1.5 Therapie von CF-Lungeninfektionen

Die effektivste Therapie zur Bekdmpfung der Lungeninfektionen bei CF ist mo-
mentan die Antibiotikatherapie. Es gibt verschiedene Arten der Verabreichung
der Antibiotika: sie kdnnen oral, intravenos oder als Aerosol tiber die Atemwege
gegeben werden. Als oral wirksames Mittel hat sich das Chinolon Ciprofloxacin
erwiesen [37]. Um Nebenwirkungen zu vermeiden und um hohe Konzentratio-
nen des Wirkstoffs im Respirationstrakt zu erreichen, werden Antibiotika als
Aerosole verabreicht. Haufig wird das Aminoglykosid Tobramycin verwendet
[74; 94], andere gebréuchliche Aerosol-Antibiotika sind das Polypeptid Colistin
und das Aminoglykosid Amikazin [48]. Intravents werden vor allem Penicilline,
Cephalosporine (z.B. Ceftazidim) Carbapeneme (z.B. Meropenem) und Ami-
noglykoside verabreicht [31]. Ferner scheinen Makrolidantibiotika (z.B. Azithro-
mycin) den Verlauf der Lungenentztindung gunstig zu beeinflussen [34]. Da die
immer wieder auftretenden akuten Schube chronischer Lungeninfektionen bei
CF-Patienten haufige Antibiotikatherapien erfordern, besteht die Tendenz zu
Resistenzentwicklungen und dem zunehmenden Versagen der Antibiotikathe-
rapie [30]. Da nun das Immunsystem trotz der unterstitzenden Antibiotikathe-
rapie nicht in der Lage ist, mukoide Bakterien vollstandig zu eradizieren, bedeu-

tet dies letztendlich, dal3 das Fortschreiten der Lungeninfektion, verbunden mit



einer fortlaufenden Verschlechterung der Lungenfunktion, die zum Tod der Pa-
tienten fuhrt, durch die Antibiotikatherapie nur hinausgezotgert werden kann.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die in dieser Arbeit verwendeten Erreger werden in Antibiotikatests normaler-
weise planktonisch aerob kultiviert. Die vorangegangene Darstellung macht je-
doch klar, dal3 zukinftige chemotherapeutische Strategien zur Bekdmpfung
bakterieller Lungeninfektionen bei CF anaerobe Bedingungen und Biofilmbil-
dung berlcksichtigen sollten. In dieser Arbeit sollte zum ersten Mal die quantita-
tive Wirksamkeit von Antibiotika (Meropenem, Ciprofloxacin, Ceftazidim, To-
bramycin) gegen bakterielle Erreger (P. aeruginosa, S. aureus, B. cepacia, E.
coli) von CF-Lungeninfektionen unter anaeroben Bedingungen getestet werden.
Weiterhin sollte ein Test zur Bestimmung der Aktivitdt von Antibiotika gegen
Bakterien in Biofilm etabliert werden. Zudem sollten die Ergebnisse der Biofilm-
tests mit den Tests unter anaeroben Bedingungen verglichen werden. Schliel3-
lich sollte noch das Potential des Antibiotikums Azithromycin und einer DNA-
Hydrolase, die Bildung von Biofilm zu inhibieren, erforscht werden.

10



2 Material und Methoden

2.1 Herstellung von Bakterienkulturen

Folgende Bakterienstamme wurden verwendet: Pseudomonas aeruginosa
PAOL1 [46] sowie zu Vergleichszwecken Staphylococcus aureus ATCC 35556,
Burkholderia cepacia ATCC 17759 und Escherichia coli ATCC 8739 (ATCC,

American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA)

Die Bakterien wurden auf Blutagarplatten (Columbia Blutagarplatte mit 10%
Hammelblut, Heipha Dr. Muller GmbH, Heidelberg) angezichtet. Dazu wurde
aus einer Gefrierkultur (s. u.) mit einer ausgeglihten Platindse etwas Material
entnommen und auf der Blutagarplatte ausgestrichen. Die Platte wurde Uber
Nacht bei 37C inkubiert (Memmert Modell 700, Memme rt GmbH & Co. KG,
Schwabach). Mit Hilfe dieser Platten wurden flissige Ubernachtkulturen (UK)
hergestellt. Dazu wurde ein sterilisiertes Glasrohrchen mit 5 ml sterilem Trypto-
ne Soya Broth-Nahrmedium (TSB, Oxoid, Basing Stoke, Hampshire, UK) be-
fullt, das in einem Phosphatpuffer (,phosphate buffered saline”, PBS) mit einem
pH von 7 gelost und mit 1% steril filtrierter Glucose (Merck KGaA, Darmstadt)
versehen war. Von einer Blutagarplatte wurde eine Bakterienkolonie mit einer
ausgegluhten Platindse abgehoben und diese in das Nahrmedium getaucht. Die
UK wurden von Einzelkolonien der Platte hergestellt und nicht direkt von der
Gefrierkultur, um zusatzliche Sicherheit vor Kontaminationen zu haben. Zu-
sammen mit einer Wachstumskontrolle wurden die Bakterien bei 37<C und 200
Umdrehungen pro Minute fir 24 h inkubiert (Schittelbrutschrank Infors HT,
Munchen). Aus dieser UK konnte wiederum eine Gefrierkultur hergestellt wer-
den, indem 1 ml mit 100 pl Glycerin (Merck) versetzt und dann bei —80C tiefge-
froren wurde. Die UK wurde in einer Kiivette (Sarstedt AG & Co., Niirnberg)
1:100 mit TSB verdunnt und mit Hilfe eines Photospektrometers (Ultrospec llI,
Pharmacia LKB Biochrom Ltd., Cambridge, UK) die optische Dichte (OD) bei
einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Mit Hilfe dieses Ergebnisses wurde
die UK auf den Standardwert einer OD von 0,05 verdinnt. Diese verdiinnten

Kulturen wurden sowohl fur die Erstellung anaerober Wachstumskurven (s.

11



unten) als auch zum Testen von planktonisch kultivierten Bakterien auf Antibio-
tika (s. S. 13) wie auch zur Herstellung von Biofilm verwendet (s. S. 15).

2.2 Erstellen von Wachstumskurven unter anaeroben Bedingungen

Anaerobe Wachstumskurven wurden erstellt, um festzustellen, ob die verwen-
deten Bakterien im anaeroben Milieu tUberlebten, damit sie fir die Testung von
Antibiotika unter anaeroben Bedingungen verwendet werden konnten (s. S. 13).
Mengen von 5 ml der auf eine OD von 0,05 verdiinnten UK (s. S. 11) wurden in
sterilisierte Glasréhrchen Uberfuhrt. Diese wurden in einen Anaerobiertopf
(Merck) gestellt, der mit einem Reagenz zur Erzeugung eines anaeroben Mi-
lieus (Anaerocult, Merck) versehen war. Auf diese Weise wurden vier Anaero-
biertopfe geflllt und in den Brutschrank gestellt. Die Bakterien wurden bei 34<C,
einer Temperatur, die in den Bronchien der menschlichen Lunge herrscht, inku-
biert [61]. Alle 24 h wurde ein Anaerobiertopf dem Brutschrank entnommen und
die Bakterienzahl ermittelt. Mit diesen Ergebnissen wurde eine Wachstumskur-
ve der Bakterien unter anaeroben Bedingungen Uber 4 Tage erstellt. Dem Zeit-
punkt Null entsprach die Bakterienzahl der anfangs angesetzten verdinnten
Bakteriensuspension. Die Bakterienzahl wurde mit Hilfe eines Plattenverdin-
nungstests ermittelt. Dazu wurde zunachst eine bebritete Bakteriensuspension
in Zehnerschritten verdinnt. Dann wurden zehn sterile Plastikréhrchen (15 ml
Polypropylen-R6hrchen steril, Cellstar, Greiner Labortechnik, Frickenhausen)
mit 900 ml PBS gefullt. In das erste mit 900 ml PBS befillte Ro6hrchen wurden
mit einer Pipette 100 ml der Bakteriensuspension uberfihrt und vermischt. Von
dieser 1:10 Verdinnung wurden wiederum 100 ml in das néachste mit 900 ml
PBS befiillte Rohrchen tberfiihrt und vermischt, womit eine Verdiinnung der UK
von 1:100 hergestellt worden war. Dies wurde schrittweise fortgefiihrt, bis eine
Verdiinnungsreihe mit Verdiinnungen von 10*-10* hergestellt worden war. Von
jeder Verdinnung wurden 2 mal 10 pl als Tropfen auf eine Blutagarplatte aufge-
tragen, die in Quadrate unterteilt war (schematische Darstellung s. S. 22, Abb.
7, Spalte C, Bild IV). Die Blutagarplatten wurden tber Nacht bei 37C inkubiert.
In dieser Zeit wuchsen Kolonien bildende Einheiten (KBE) heran, von denen
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jede ein Bakterium aus der aufgetropften Suspension reprasentierte. Am néach-
sten Tag wurde die geringste Verdinnung ermittelt, bei der einzeln auszahlbare
Bakterienkolonien zu sehen waren. Daraus wurde die Menge der Bakterien in
KBE/mI bestimmt. Dazu wurde die Anzahl der Kolonien der zwei Felder durch
zwei geteilt, mit Hundert multipliziert ( da lediglich 10 pg auf die Felder pipettiert
wurden, jedoch die Anzahl der Bakterien pro Milliliter ermittelt werden sollte)
und dann mit dem umgekehrten Wert der Verdinnungsstufe multipliziert (also
z.B. bei einer Verdiinnung von 10° mit 10°). Diese Zahl reprasentierte die An-
zahl der Bakterien in KBE/ml.

2.3 Wirksamkeit verschiedener Antibiotika gegen planktonisch aerob und anae-

rob kultivierte Bakterien

Folgende Antibiotika wurden verwendet: Das Carbapenem Meropenem (Astra
Zeneca Pharmaceuticals LP, Willmington, USA), das Chinolon Ciprofloxacin
(Ciprobay, Bayer AG, Leverkusen), das Cephalosporin Ceftazidim (Fortum,
GlaxoWellcome GmbH & Co., Bad Oldesloe) und das Aminoglykosid Tobramy-
cin (Gernebcin, Lilly GmbH, GielRen).

Die Wirksamkeit der Antibiotika wurde in Anlehnung an NCCLS Standards
(NCCLS, Wayne, Pennsylvania, USA) getestet. Dazu wurde zuné&chst eine
Verdunnungsreihe der Antibiotika hergestellt. Es wurde eine Stammldsung des
Antibiotikums mit einer Konzentration von 10,24 mg/ml, dem 10-fachen der
endgultigen Hochstkonzentration, angesetzt und diese in Zweierschritten in
TSB+Glucose fortlaufend verdinnt. Dazu wurden Plastikrohrchen (Cellstar,
Greiner) mit 1 ml Nahrmedium befUllt, in das erste R6hrchen 1 ml Antibotika-
Stammldsung pipettiert und vermischt, womit eine Verdinnung der Stammlo-
sung von 1:2 hergestellt worden war. Von dieser Verdinnung wurde 1 ml in das
nachste Rohrchen pipettiert und vermischt, womit eine Verdinnung der Stamm-
l6sung von 1:4 hergestellt worden war. Auf diese Weise wurde eine Verdin-
nungsreihe der Antibiotika in Zweierschritten von Konzentration von 10,24

mg/ml bis 0,16 pg/ml hergestellt.
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Fur die aerob ermittelten MBKs wurden jeweils 0,5 ml der Antibiotikumslosung
mit 4,5 ml einer Bakteriensuspension mit einer OD von 0,05 (s. S. 11) ver-
mischt und damit um das Zehnfache verdiinnt, so dal3 die Bakterien Endkon-
zentrationen der Antibiotika von 1024 pg/ml bis zu 0,016 pg/ml ausgesetzt wa-
ren. Diese Gemische wurden Uber Nacht fur 24 h bei 34C und 200 Umdrehun-
gen pro Minute inkubiert und dann auf Blutagarplatten ausplattiert, um die Zahl
der Uberlebenden Bakterien zu ermitteln (s. S. 12). Als ausreichend wirksame
Konzentration wurde die minimale bakterizide Konzentration (MBK) benutzt. Sie
wurde als die Antibiotikakonzentration definiert, bei der im Vergleich zur Kon-
trollkonzentration ohne Antibiotikum mehr als 99,9% Bakterien abgetttet wur-

den.

Um die Wirksamkeit der Antibiotika unter anaeroben Bedingungen zu testen,
wurden zunédchst wie oben beschrieben Verdinnungsreihen der Antibiotika und
Suspensionen der Bakterien mit einer OD von 0,05 vorbereitet, diese dann in
eine Anaerobierkammer eingeschleust (Anaerobic Chamber, Coy Toepffer Lab
Systems, Goppingen) und erst dann unter anaeroben Bedingungen (0% O, 2%
H., 98% N>) wie oben beschrieben gemischt. Dieses Vorgehen war notig, da die
Antibiotika unmittelbar nach der Vermischung mit den Bakterien zu wirken be-
gannen. Danach wurden die Glasrohrchen in der Kammer in einen Anaerobier-
topf (Merck) tberfuhrt, dieser luftdicht verschlossen, ausgeschleust, Uber Nacht
bei 34T in den Brutschrank gestellt und am néchste n Tag die Bakterienzahl (s.
S. 12) ermittelt.

Bei der Testung von Meropenem auf PAO1 unter anaeroben Bedingungen wur-
de aulRerdem die Wirkung von Meropenem auf Bakterien mit einem grof3en Ni-
tratangebot getestet, da dann die Bakterien besser wuchsen (s. S. 4) Dazu
wurde dem N&ahrmedium Nitrat in einer Konzentration von 100 mM zugegeben.
Auf diese Weise sollte getestet werden, inwiefern sich die Wirkung von Mero-
penem unter anaeroben Bedingungen verdndert, wenn die Bakterien besser
wachsen, um festzustellen ob die Wachstumsrate ein entscheidender Faktor fur

die Wirkung von Meropenem auf PAOL1 unter anaeroben Bedingungen ist.
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2.4 Durchfuhrung eines Biofilmtests
2.4.1 Biofilmbildung

Fur die Bildung von Biofilm (s. S. 21, Abb. 6) wurde in dieser Arbeit ausschliel3-
lich PAO1 verwendet. Die Napfchen einer 96-Wellplatte (Microwell™-Platten
aus Polystyrol, Nunc) wurden mit 200 pl einer 0,01%-Poly-L-Lysin-Lésung
(Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) befillt. Eine 96-Zapfenplatte (Nunc Immuno
TSP aus Polystyrol, steril, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden) wurde Uber die
Wellplatte gestilpt, so dal3 die Zapfen von der Losung umspult wurden. In die-
sem Zustand wurde die Platte fur 30 min bei 37<C in kubiert, um die Zapfen mit
Poly-L-Lysin zu beschichten. Eine Ubernachtkultur von PAO1 wurde auf eine
OD von 0,05 (s. S. 11) verdunnt und fur 3 h im Schuttelbrutschrank bei 37C
und 200 Umdrehungen pro Minute bebritet, um eine Bakteriensuspension mit
einer OD von ca.l zu erhalten. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Bakteri-
en in der exponentiellen Wachstumsphase. Es wurde vermutet, dal3 die Bakte-
rien in dieser Phase besonders gut adharieren, da sie in dieser Phase Adhasine
bilden. Von der 3 h-Kultur wurden 200 pl in die N&pfchen einer 96-Wellplatte
uberimpft. Uber diese Platte wurde die mit Poly-L-Lysin beschichtete Zapfen-
platte gestulpt, so daf’ die Zapfen von der 3 h-Kultur umspult wurden. Die Platte
wurde dann auf einem Schiuttler (IKA-VIBRAX-VXR, Janke & Kunkel, Staufen)
mit Klebeband befestigt und fur 48 h bei 37C im Brutschrank inkubiert und mit
200 Umdrehungen pro Minute geschiittelt. In dieser Zeit bildeten die Bakterien
an den Zapfen Biofilm. Danach wurden die Zapfen mit PBS gewaschen, indem
die Zapfenplatte tGber eine 96-Wellplatte, deren Napfchen mit 200 pl PBS gefillt
waren, gestulpt und vorsichtig fur 1 min geruttelt wurde. Der Waschvorgang

wurde einmal wiederholt.
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2.4.2 Nachweis der Biofilmbildung

Mit Hilfe mehrerer Methoden wurde nachgewiesen, dald sich an den Zapfen
Biofilm bildete.

a) Lichtmikroskop

Der Biofilm an den gewaschenen Zapfen wurde mit Safranin, das die Zellwande
gramnegativer Bakterien anfarbt, rot gefarbt. Dazu wurden die N&pfchen einer
96-Wellplatte mit 200 pl 1%-Safraninlosung (Merck) befullt und die Zapfenplatte
fur 30 sec dartbergestilpt. Die gefarbten Zapfen wurden anschlielend in PBS
gewaschen und fotografiert (DC 290, Kodak, Stuttgart). AnschlieRend wurde
etwas Biofilm mit einer Injektionsnadel (Sterican, B. Braun Melsungen AG, Mel-
sungen) mechanisch abgel6st, auf einen Objekttrager (R. Langenbrink, Em-
mendingen) mit einem Tropfen destilliertem Wasser verteilt und nach dem
Trocknen unter dem Lichtmikroskop (AxioPlan, Carl Zeiss, Jena) bei tausendfa-

cher VergroR3erung betrachtet und fotografiert (AxioCam, Zeiss).

b) Rasterelektronenmikroskop

Einige Zapfen mit Biofilm wurden mit einer chirurgischen Klemme abgebrochen,
in 2,5%-Glutaraldehyd (Glutaraldehyde Grade 1, 25% Aqueous Solution, Sig-
ma, in Aqua dest. 1:10 verdunnt) Uber Nacht im Kihlschrank fixiert, dann drei-
mal in PBS gewaschen und bei 4C bis zur Weitervera rbeitung aufbewahrt. Die
fixierten Zapfen wurden direkt in Osmiumtetroxid (OsO4 1%, Sigma) auf Eis fur
1 h nachfixiert, danach finfmal in einfachem PBS gewaschen, mittels aufstei-
gender Alkoholreihe dehydratisiert (70%, 80%, 96%, 100% Ethanol, Merck),
getrocknet bis zum kritischen Punkt und mit Gold-Palladium (200 A) besputtert.
Die besputterten Zapfen wurden anschlieBend unter dem Rasterelektronenmi-

kroskop betrachtet und fotografiert.

16



c) Indirekte Immunfluoreszenz

Durch indirekte Immunfluoreszenz wurde das von PAO1l erzeugte Alginat
sichtbar gemacht und der von PAO1 erzeugte Biofilm nachgewiesen. Von ei-
nem Zapfen mit Biofilm wurde mit einer Injektionsnadel Biofilm abgekratzt, auf
einem Objekttrager in einem Tropfen Aqua dest. verteilt und getrocknet. Dieser
Bereich wurde mit einen Silikonstift (DAKO Pen, Code No. 2002, DAKO) umfah-
ren, um einen Wasser abweisenden Randwall zu erzeugen. Zunéchst wurden
mit einer Pipette 20 ml einer 4%-Formaldehydl6sung (Merck) zur Fixierung fur 5
min aufgetragen und abgesaugt. Danach wurde mit einer Spullésung gewa-
schen (3x5 min mit PBS +0,1% Tween, Tween 20, Sigma), wie nach jedem der
folgenden Schritte. Dann wurde fir 30 min Schweineserum (Schweineserum
normal, DAKO), in PBS/Tween 1:10 verdunnt, aufgetragen. Anschliel3end wur-
de fir 60 min ein Kaninchen-Anti-Alginat-Antikérper, in PBS/Tween 1:50 ver-
dinnt, aufgetragen. Im nachsten Schritt wurde ein Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikérper (DAKO), der gegen den Kaninchen-Anti-Alginat-Antikérper gerichtet
war, fur 60 min unter Lichtabschluld aufgetragen. Dieser Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikérper war mit dem rot fluoreszierenden Fluorochrom Indocarbocyanin-3
konjugiert. Schlie3lich wurde fir 5 min der Farbstoff 4’,6’-Diamidino-2-
Phenylindol (DAPI, Sigma), 1:500 in PBS/Tween verdinnt, aufgetragen. Nach
dem letzten Waschvorgang wurde der Objekttrager getrocknet und das Prapa-
rat mit fluorescent mounting medium (DAKO) eingedeckt, indem ein Streifen
des Mediums auf einem Deckglas aufgebracht und damit der Objekttrager ab-
gedeckt wurde. Das Praparat wurde Uber Nacht getrocknet und danach unter
einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan, Zeiss) bei hundertfacher Vergro3erung
untersucht, fotografiert (AxioCam, Zeiss) und mit dem Computer ausgewertet
(AxioVision 3.1, Zeiss).
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2.4.2 Lebendkeimnachweis im Biofilm mit Hilfe eines Vitalitatstests

Von einem Zapfen wurde Biofilm mit einer Nadel abgekratzt und in PBS abge-
streift. Die Bakterien wurden mit einem Fluoreszenzgemisch aus SYTO® 13 und
Propidiumiodid angeféarbt. Das Gemisch wurde folgendermalf3en hergestellt: 4 pl
SYTO® 13 (5 mM geldst in DMSO, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA)
und 4 pl Propidiumiodid (1mg/ml geldst in Aqua dest., Molecular Probes) wur-
den in 2 ml PBS verdinnt. 100 ul der Bakteriensuspension wurden in ein Ep-
pendorfgefald (1,5 ml Safe-Lock-Tubes, Eppendorf-Netheihe-Hinz GmbH, Ham-
burg) uberfuhrt, bei 5000 UPM fir 5 min zentrifugiert (3 K 10, Sigma Laborzen-
trifugen GmbH, Osterode im Harz), der Uberstand abgesaugt, dem tibrig blei-
benden Bakterienpellet 100 pl Fluoreszenzgemisch zugesetzt, das Ganze ver-
mischt und fir 30 min bei 37 T unter Lichtabschlu 3 inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren und Absaugen wurde dem gefarbten Pellet 100 pl 5% Glutaral-
dehyd zur Fixierung zugesetzt, das Ganze vermischt und tUber Nacht in den
Kihlschrank gestellt. Am nachsten Tag wurde das Eppendorfgefal wieder zen-
trifugiert und abgesaugt, 100 pl PBS hinzugefiigt, vermischt und die Bakterien
auf diese Weise dreimal gewaschen, danach das endgultige Pellet in 100 pl
Aqua dest. aufgel6st, ein Tropfen auf einen Objekttrager aufgebracht, getrock-
net, mit fluorescent mounting Medium eingedeckt und am nachsten Tag mit
hundertfacher VergroRerung mikroskopiert (Axioplan), fotografiert (AxioCam)
und mit dem Computer ausgewertet (AxioVision 3.1). Zur Demonstration der
Methode wurden sowohl lebende als auch mit 5% Natriumazid (Merck) abgeto-
tete planktonische PAO1 angefarbt und im Mikroskop dargestellt. Lebende und
tote Bakterien wurden durch SYTO® 13 markiert und leuchteten daraufhin durch
den Grunfilter des Mikroskops grin, nur die toten Bakterien wurden zusatzlich
durch Propidiumiodid markiert und leuchteten zusatzlich durch den Rotfilter rot.
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Abb. 5, a-d: Demonstration der Vitalitatsfarbung an planktonischen P. ae-
ruginosa. Bakterien wurden einer Ubernachtkultur en tnommen und ent-
weder sofort lebendig gefarbt (a, b); oder erst gef  arbt, nachdem sie mit
Natriumazid abgetttet worden waren (c, d). Sowohl |  ebende als auch ab-
getdtete Bakterien leuchteten durch SYTO  ® 13 markiert durch den Grinfil-

ter des Mikroskops grin (a, c). Tote Bakterien, zus  &tzlich mit Propidiu-
miodid markiert, leuchteten durch den Rotfilter des Mikroskops rot (d).
Das grine Leuchten der lebenden Bakterien wurde dur  ch den Rotfilter
nicht vollstandig unterdriickt, deshalb ist in Abb. 5 b ein schwaches
Leuchten erkennbar. Ebenso wurde das rote Leuchten der toten Bakterien

durch den Grunfilter nicht vollstandig unterdrtckt, weshalb die toten Bak-
terien in Abb. 5 ¢ heller leuchten als die lebenden in Abb. 5 a. Originalver-

grof3erung aller Abbildungen: 1000-fach.

19



2.4.3 Keimzahlbestimmung im Biofilm

Zur Keimzahlbestimmung (s. S. 23, Abb. 7) wurde der PAO1-Biofilm zunachst
von den Zapfen abgeldst. Dazu wurde eine mit Biofilm beschichtete Zapfenplat-
te in die Napfchen einer 96-Wellplatte getaucht, die mit 200 pl eines Losungs-
gemisches aus 0,1 M EDTA (Titriplex IIl, Merck), 0,1% CHAPS (Sigma) und
100 pg/ml Alginase (Alginate-Lyase from Flavobacterium sp., Sigma) befullt
waren und fur 60 min bei 37C und 200 Umdrehungen pro Minute inkubiert.
Dadurch wurde der Biofilm aufgel6st. Die im N&apfchen entstehende Bakterien-
suspension wurde ausplattiert. Dazu wurden Rohrchen (Standard PPN-tube-96,
Micronic bv, Lelystad, Niederlande) mit einer Achtkanal-Pipette (Finnpipette
Focus, Thermo Life Sciences, Dreieich) mit je 900 ul PBS geflllt. In die erste
Reihe wurden 100 pl der Losung mit abgelostem Biofilm gefullt und dann in
Zehnerschritten Verdiinnungsreihen von 10*-10"® hergestellt. Ausplattiert wurde
wie folgt (s. Abb. 7, Spalte C und D): Auf der Finnpipette wurden die Steckplat-
ze nur abwechselnd bestickt, so daR immer ein leerer Steckplatz zwischen
zwei besetzten Steckplatzen verblieb. Dann wurden je 10 pl von den Verdin-
nungen abgenommen - einmal die Verdiinnungen: 10*, 103 10° 10" und mit
neuen Spitzen einmal die Verdiinnungen 10%, 10%, 10°, 10° - und auf eine Blut-
agarplatte aufgetropft die in Quadrate fur die Verdinnungen unterteilt war. Wa-
ren alle Kanéle der Finnpipette bestiickt gewesen, dann waren die Tropfen auf
der Platte zusammengeflossen, was eine spatere Auszahlung unmdéglich ge-
macht hétte. Die Platten wurden Utber Nacht bei 37 °C in den Brutschrank ge-
stellt. Die entstehenden KBE wurden wie beschrieben ausgezéhlt und die Bak-
terienzahl in KBE/ml berechnet (s. S. 12).
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Abb. 6: Zapfenplattentest

Die Napfchen einer 96-Wellplatte wurden mit 200ul B akteriensuspension
beflllt und die mit Poly-L-Lysin beschichteten Zapf en einer Zapfenplatte
hineingetaucht (A, B). Innerhalb einer Inkubationsz  eit von 48 h bei 37C
bildete sich an den Zapfen Biofilm. Die Zapfenplatt e wurde nach dieser
Zeit abgehoben und zweimal in PBS gewaschen. Dieser  Biofilm konnte fir
die Antibiotikatests verwendet werden. Zum Ablosen des Biofilms wurden
die gewaschenen Zapfen in ein Losungsmittel getauch t. Innerhalb einer
Inkubationszeit von 1 h bei 200 UPM und 37< ldsten sich die Bakterien
von den Zapfen. Die so entstandene Bakteriensuspens  ion wurde aus den

N&pfchen in Ro6hrchen Uberfihrt (C). Zur weiteren Ve  rarbeitung s. Abb. 7.
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Abb. 7: Quantifikation der suspendierten Biofilm-Ba kterien durch Verdin-

nen und Ausplattieren. Die Rohrchen eines Standers wurden mit 900 pl
PBS beflllt. Dann wurden in die Rohrchen der oberst  en langen Reihe 100

ul der abgeldsten Bakteriensuspension pipettiert, d abei wurde von einem
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N&pfchen in ein R6hrchen pipettiert. Diese erste Verdunnungsreihe wurde
mit einer Finnpipette durchmischt, 100 pl abpipett lert, in die nachste Rei-
he pipettiert und durchmischt (A, B). Dies wurde sc hrittweise fortgefthrt,
bis die gewlnschte Verdlinnung erreicht worden war ( pro Stander max.
10®). Um die Verdiinnungen auszuplattieren, wurde eine Achtkanal-
Finnpipette so mit Spitzen besttckt, dal3 immer ein Steckplatz frei blieb.
Zuerst wurden 10 pl der ungeraden Verdinnungen mit einer passend be-
stiickten Pipette abpipettiert und auf eine Blutagar platte aufgetropft, die in
Quadrate fur die Tropfen unterteilt war (C). Die Qu  adrate waren zudem auf
der Ruckseite der Platte mit den Verdunnungsstufen beschriftet. Als
nachstes wurden 10 pl der geraden Verdinnungen mit einer passend be-
stickten Pipette abpipettiert und auf eine weitere Blutagarplatte aufge-
tropft (D).

2.4.4 Untersuchung der Wirksamkeit von Meropenem und Ciprofloxacin in Bio-

film

Zuerst wurde Biofilm von PAO1 an einer Zapfenplatte hergestellt (s. S. 15). Als
nachstes wurden Verdinnungsreihen von Antibiotika mit Meropenem und Ci-
profloxacin hergestellt (s. S. 13), jedoch diesmal sofort mit der gewiinschten
Endkonzentration des Antibiotikums. Von jeder Konzentration einer Verdin-
nungsreihe wurden drei Napfchen einer 96-Wellplatte mit je 200 pl befillt. Die
Zapfenplatte mit Biofilm wurde dartber gestulpt. Diese Platte wurde in einer
feuchten Kammer tber Nacht fir 24 h bei 37T inkubi ert. Dazu wurde eine Me-
tallbox mit feuchten Papiertiichern ausgelegt, die Platten hineingestellt und die
Box mit einem Deckel verschlossen. Dies sollte ein Austrocknen der Napfchen
verhindern. Am néchsten Tag wurden die Zapfen zweimal mit PBS gewaschen,
der Biofilm abgel6st, die Suspension ausplattiert (s. S. 20), und die Bakterien-
zahlen ermittelt. Die MBK wurde gemal der Definition unter 2.2 festgelegt (s. S.
14).
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2.5 Einfluf3 von Azithromycin und DNase auf die Biofilmbildung

Der Biofilmtest wurde leicht abgewandelt, um zu testen, ob sich mit bestimmten
Substanzen die Bildung des Biofilms verhindern lassen konnte. Getestet wur-
den das Makrolid-Antibiotikum Azithromycin (Zithromax, Pfizer Inc. New York,
USA) und eine DNA-Hydrolase (DNase, lyophilized powder, Type IV, minimum
2,000 Kunitz units/mg protein, Sigma). Fur Azithromycin wurde beschrieben,
dalR es in subinhibitorischen Konzentrationen die Bildung von Alginat inhibiert
[49]. Die DNase wurde benutzt aufgrund der Annahme, dal3 Bakterien bei der
Bildung von Biofilm extrazellulare DNA bendtigen kénnten [92]. Es wurde ver-
mutet, dal3d DNase die Bildung des Biofilms behindert, indem sie die extrazellu-
lare DNA im Biofilm abbaut. Zunachst wurden Verdiinnungsreihen von Azithro-
mycin und DNase hergestellt (s. S. 13). Diese wurden mit der 3 h-Kultur von
PAOl1 um 1:10 verdinnt, so dal3 die gewlnschten Endkonzentrationen der
Substanzen erreicht waren. Von jeder Konzentration dieser Verdinnungsreihe
wurden je 200 ml in drei Napfchen einer Wellplatte Uberfihrt und eine sterile mit
Poly-L-Lysin beschichtete Zapfenplatte (s. S. 15) lUber die Wellplatte gestulpt.
Die Platte wurde bei 37T in einer feuchten Kammer im Brutschrank auf einen
Schuttler gestellt. Nach 48 h wurden die Zapfen gewaschen (s. S. 15), danach
eventuell vorhandener Biofilm abgeldst (s. S. 20), die Lésung ausplattiert und
die Bakterienzahlen ermittelt (s. S. 20). Die Effektivitat der Wirksubstanz wurde
folgendermal3en festgelegt: je geringer die Bakterienzahl im Vergleich zur Kon-
trolle ohne Wirksubstanz war, desto effektiver war die Inhibition der Biofilmbil-

dung.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstum unter anaeroben Bedingungen

P. aeruginosa B. cepacia
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Abb. 8: Wachstumskurven von  P. aeruginosa , B. cepacia, S. aureus und E.
coli unter anaeroben Bedingungen Uber einen Zeitraum vo  n 4 Tagen. Bei
P. aeruginosa zeigt sich ein geringfligiges Wachstum, bei B. cepacia zeigt
sich kein erkennbares Wachstum, S. aureus wéachst am ersten Tag und
stirbt dann ab, E. coli wachst am ersten Tag, persistiert bis zum zweiten
Tag und stirbt dann ebenfalls ab. Alle Werte als Mi  ttelwert und Standard-

abweichung aus 3 Einzelwerten.
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Bei P. aeruginosa zeigte sich unter anaeroben Bedingungen ein geringes
Wachstum um knapp eine Zehnerpotenz iiber 4 Tage (Abb.1 a) von 3,03x10’
auf 1,56x10° KBE/ml. Bei B. cepacia zeigte sich unter anaeroben Bedingungen
kein erkennbares Wachstum Uber 4 Tage (b), zu Beginn lag die Bakterienzahl
bei 4,18x10" KBE/mI, nach 4 Tagen bei 5,42x10" KBE/mI. DaR sich bei P. ae-
ruginosa und B. cepacia nur wenig oder kein Wachstum zeigte, konnte darauf
zuruckgefuhrt werden, dal den Bakterien im verwendeten Medium (TSB)
Elektronenakzeptoren zur Ersatzatmung nur in geringem Mald zur Verfligung
standen. Bei S. aureus zeigte sich unter anaeroben Bedingungen ein Wach-
stum um ca. eine Zehnerpotenz von 9x10° auf 1,09x10% KBE/ml am ersten Tag,
bis zum vierten Tag gingen die Bakterienzahlen jedoch um knapp 2 Zehnerpo-
tenzen auf 1,22x10° KBE/ml zuriick (c). Bei E. coli zeigte sich unter anaeroben
Bedingungen ein Wachstum um 1-2 Zehnerpotenzen Uber die ersten 2 Tage
von 1,85x107 auf 6,17x10° KBE/mlI, bis zum vierten Tag gingen die Bakterien-
zahlen jedoch um ca. 3 Zehnerpotenzen auf 3,10x10° KBE/ml zuriick (D). Alle
Bakterien, zeigten am ersten Tag zumindest ein geringes Wachstum, B. cepa-
cia persistierte. Damit war gesichert, dal’ die Bakterien unter anaeroben Bedin-

gungen getestet werden konnten.
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3.2 Bilder des Biofilms an der Zapfenplatte

%ﬁ\l&}* Kz p §

L S » & ! Py
W

mit Safranin rot gefarbter Biofilm Einzelbakterium Biofilm

Abb. 9 a, b: Mit Safranin gefarbter Biofilm: An den gewaschenen Zapfen
der Zapfenplatte (a) ist ein mit Safranin rot gefar  bter Belag zu erkennen,
das abgekratzte Material stellte sich unter dem Lic  htmikroskop als bakte-
rieller Zellverbund dar (b).

Matrix Bakterium

mehrschichtiger Biofilm

Abb. 10 a, b: Darstellung des Biofilms im REM. Es s  ind Bakterien zu se-
hen, die in eine fadenartige extrazellulare Matrix ~ eingebettet sind.
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Sl o,

Alginat bildende Bakterienkolonien

Abb. 11 a, b: Alginatfarbung: Hier zeigen sich poly = gonale Anordnungen
von Alginat bildenden Bakterienformationen, (a), ab  er auch grol3ere, dik-

kere Biofilmformationen (b).

Zellverband im Grinfilter deutlich zu erkennen, im Rotfilter weitgehend negativ

Abb. 12 a, b: Vitalfarbung: Mit SYTO ©13 (a) zeigte sich ebenfalls ein Ver-
band von Zellen, die zum grof3en Teil durch Propidiu  miodid (b) nicht ange-
farbt werden konnten, was bedeutet, das die Uberwie = gende Zahl der Bak-
terien am Leben waren (s. S. 19). Die Keimzahlbesti mmung ergab aus 3

Einzelbestimmungen einen Mittelwert von 2,33x10 8 (+5,77x10").
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3.3 Keimzahlreduktionen der Bakterien durch Antibiotika

3.3.1 Wirkung von Meropenem auf P. aeruginosa

P.aeruginosa P.aeruginosa
| 1 11 \% | Il 11 v
10" 10%
10° * 10°] ]
— l *
E |z .
L 0 T
@ * . L *
X 10° 1 T 2 104 T
* —
——
10* 10*
10?1 10%
1 8 1024 32 1 1 1 1
MBK von Meropenem [ug/ml] MBK zerop VON Meropenem [ug/ml]

Abb. 13 a, b: Wirkung von Meropenem auf P. aeruginosa : Kultivierungen :
| = planktonisch aerob, 1l = Biofilm, Ill = plankt  onisch anaerob, IV = plank-
tonisch anaerob mit Nitrat. Schwarze Balken : Bakterienzahl (in KBE/ml)
der Kontrolle (K) ohne Antibiotikazugabe. Weil3e Balken : in a) Keimzahlre-
duktion (in KBE/ml) unter Wirkung der jeweiligen MB K, in b) Keimzahlre-
duktion unter einer einheitlichen Konzentration, ge wahlt wurde die MBK
unter aeroben Bedingungen. Die Werte der MBKs (in @ g/ml) sind unter den
weilen Balken angezeigt. Alle Bakterienzahlen als Mittelwert + Standard-
abweichung aus 3 Einzelwerten. Ermittlung der p-Wer  te durch den Stu-
dent-t-Test, signifikant (*) bei Werten < 0,01 (s. Anhang S. 64). Diese Erlau-

terungen sind gultig fur alle Diagramme des Kapitel s 3.3.

Meropenem wirkte auf planktonisch aerob kultivierten P. aeruginosa gut, bei
einer MBK von 1 pug/ml ergab sich eine signifikante Reduktion von mehr als 4
Zehnerpotenzen (Abb. 13 a, I). Gegen P. aeruginosa im Biofilm verschlechterte
sich die Wirkung. Hier wurden die Bakterien erst bei MBK von 8 pg/ml um 3
Zehnerpotenzen signifikant reduziert (Abb. 13 a, Il) bei der aeroben MBK von
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1pg/ml ergab sich lediglich eine signifikante Reduktion um knapp 2 Zehnerpo-
tenzen (Abb. 13 b, II). Bei planktonisch anaerob kultiviertem P. aeruginosa liel3
sich kaum eine Wirkung von Meropenem feststellen. Bei einer Konzentration
von 1024 pg/ml Meropenem ergab sich nur eine geringfugig signifikante Reduk-
tion der Bakterienzahl um weniger als eine Zehnerpotenz (Abb. 13 a, IIl). Wurde
jedoch Nitrat in hoher Konzentration dem Nahrmedium zugegeben (100 mmol/L
Nahrmedium), verbesserte sich die Wirkung von Meropenem auf planktonisch
anaerob kultivierten P. aeruginosa wieder. Allerdings war die MBK mit einer
Reduktion um 3 Zehnerpotenzen erst bei einer Konzentration von 32 pg/ml er-
reicht (Abb. 13 a, 1V), bei der aeroben MBK von 1 pg/ml ergab sich lediglich
eine signifikante Reduktion um 2 Zehnerpotenzen (Abb. 13 b, IV). Aul3erdem
persistierte planktonisch anaerob kultivierter P. aeruginosa, der mit einer hohen
KNOs-Konzentration versorgt war, bei Konzentrationen von Meropenem weit
iiber der MBK auf einem wesentlich héheren Niveau von (10° KBE/ml) als
planktonisch aerob kultivierte Bakterien (10° KBE/ml, nicht gezeigt). Im direkten
Vergleich zeigte sich eine deutliche Abnahme der Wirksamkeit des Antibioti-
kums in der Reihenfolge der Kultivierungen: planktonisch aerob, Biofilm, plank-
tonisch anaerob, wobei sich die Wirkung auf planktonisch anaerob kultivierten
P. aeruginosa bei Verbesserung der Wachstumsbedingungen durch Nitratzu-

gabe wieder erhohte.

Wahrend Meropenem gegen planktonisch aerob kultivie rten P. aeruginosa
gut wirkt, verschlechtert sich seine Wirkung im Bio film. Gegen plankto-
nisch anaerob kultivierten  P. aeruginosa ist es unwirksam. Ist dem Nahr-

medium jedoch Nitrat zugesetzt zeigt sich eine bess ere Wirkung auf
planktonisch anaerob kultivierten P. aeruginosa , wobei diese schlechter

ist als die Wirkung unter aeroben Bedingungen. Somi t zeigt sich eine
schrittweise Verschlechterung der Wirksamkeit in de r Reihenfolge der
Kultivierungen: planktonisch aerob, Biofilm, plankt onisch anaerob, wobei

sich die Wirksamkeit auf planktonisch anaerob kulti vierten P. aeruginosa
bei Nitratzugabe wieder etwas verbessert. Diese Wir  kungsverschlechte-

rung kann auf das schlechtere Wachstum von P. aeruginosa zuriickge-
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fuhrt werden, die im Biofilm weniger stark als plan ktonisch aerob kulti-
vierte Bakterien wachsen, wéhrend planktonisch anae rob kultivierter P.
aeruginosa fast gar nicht wachst. Aber auch andere Resistenzm  echanis-

men kdnnten eine Rolle spielen.

3.3.2 Wirkung von Meropenem auf S. aureus, B .cepacia und E .coli

S. aureus B. cepacia E. coli
| I I 1l I 1l
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10° |
_ T
E i
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*
*
10 1 :
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0,13 0,13 8 1024 0,06 0,13
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S. aureus B. cepacia E. coli
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Abb.14 a, b: Wirkung von Merop. auf  S. aureus, B. cepacia und E. coli.
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Auf planktonisch aerob kultivierte S. aureus, B. cepacia und E. coli hatte Mero-
penem ebenfalls eine gute Wirkung: S. aureus wurde bei einer MBK von 0,13
ng/ml um mehr als 5 Zehnerpotenzen reduziert, B. cepacia bei einer MBK von 8
ng/ml um ca. 4 Zehnerpotenzen und E. coli bei einer MBK von 0,06 pg/ml um
knapp 6 Zehnerpotenzen (Abb. 14 a, I). Meropenem hatte auf planktonisch an-
aerob kultivierten B. cepacia keine signifikante Wirkung (Abb. 14 a, Ill). Auf
planktonisch anaerob kultivierte S. aureus und E. coli hatte Meropenem immer
noch eine gute Wirkung: S. aureus wurde bei einer MBK von 0,13 pg/ml um ca.
3 Zehnerpotenzen reduziert, E. coli bei einer MBK von 0,13 um 3-4 Zehnerpo-
tenzen (Abb. 14 a, Ill). Im direkten Vergleich erkennt man trotzdem, daf3 sich
die Wirkung unter anaeroben Bedingungen generell verschlechtert. Obwohl bei
planktonisch anaerob kultiviertem S. aureus die anaerobe MBK gleich der aero-
ben MBK ist, ist zu erkennen, dal} eine geringere Keimzahlreduktion erfolgt als
bei planktonisch aerob kultivierten Bakterien (Abb. 14 b). Planktonisch anaerob
kultivierter E. coli wurde bei der aeroben MBK von 0,06 pg/ml nicht signifikant
reduziert (Abb. 14 b, IlI).

Wahrend die Wirkung von Meropenem auf planktonisch aerob kultivierte
S. aureus, B. cepacia und E. coli insgesamt gut ist, ist zu erkennen, daf}
sich keine signifikante Wirkung auf planktonisch an aerob kultivierte B.
cepacia zeigt, moglicherweise aufgrund des ausbleibenden W  achstums
der Bakterien. Dagegen ist die Wirkung auf plankton  isch anaerob kulti-
vierte S. aureus und E. coli gegenuber aeroben Bedingungen immer noch
gut, wenngleich die Keimzahlreduktionen geringer au sfallen. Hier muf3 die
geringe Minderung der Wirksamkeit in anderen Griinde  n als dem Wach-

stum gesucht werden.
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3.3.3 Wirkung von Ciprofloxacin auf P. aeruginosa

P.aeruginosa P.aeruginosa
[ Il 1] | Il "
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MBK von Ciprofloxacin [ug/ml] MBK 4erop VON Ciprofloxacin [ug/ml]

Abb. 15 a, b: Wirkung von Ciprofloxacin auf P. aeruginosa.

Ciprofloxacin wirkte auf planktonisch aerob kultivierten P. aeruginosa gut, er
wurde bei einer MBK von 1 pg/ml um knapp 5 Zehnerpotenzen reduziert (Abb.
15 a, ). Die Wirkung von Ciprofloxacin verschlechterte sich gegen P. aerugino-
sa im Biofilm und planktonisch anaerob kultivierten P. aeruginosa nicht wesent-
lich. Im Biofilm ergab sich bei einer MBK von 1 pg/ml eine Reduktion um knapp
4 Zehnerpotenzen (Abb. 15 a, II). Planktonisch anaerob kultivierter P. aerugino-
sa wurde bei einer MBK von 2 pg/ml um ca. 3 Zehnerpotenzen reduziert
(Abb.15 a, IlI), bei der aeroben MBK von 1 pug/ml ergab sich nur eine Reduktion
um knapp 2 Zehnerpotenzen (Abb. 15 b, Ill). Im direkten Vergleich erkennt man
jedoch auch hier eine schrittweise Verschlechterung der Wirkung in der Reihen-

folge der Umweltbedingungen wie bei Meropenem, wenn auch nicht so ausge-

pragt.

Insgesamt wirkt Ciprofloxacin gut, doch zeigt sich auch hier, an den
Keimzahlreduktionen erkennbar, eine schrittweise Ve  rschlechterung in

der Reihenfolge der Kultivierungen planktonisch aer ob, Biofilm, plankto-
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nisch anaerob, wenngleich nicht so ausgepragt wie b ei Meropenem.
Ciprofloxacin wirkt also auch auf schlecht wachsend e Bakterien. Da eine
Verschlechterung der Wirkung dennoch vorhanden ist, wird deutlich, daf3
auch noch andere Mechanismen als verlangsamtes Wach  stum fur die
Wirkungsverminderung unter Biofilmwachstum und plan ktonisch anaero-

ber Kultivierung verantwortlich zu machen sind.

3.3.4 Wirkung von Ciprofloxacin auf S. aureus, B. cepacia und E. coli

S. aureus B. cepacia E. coli
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Abb. 16 a, b: Wirkung von Ciprofl. auf  S. aureus, B. cepacia und E. coli.
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Ciprofloxacin wirkte auf planktonisch aerob kultivierte S. aureus, B. cepacia und
E. coli gut: S. aureus wurde bei einer MBK von 1 pg/ml um ca. 4 Zehnerpoten-
zen reduziert, B. cepacia bei einer MBK von 4 pg/ml um ca. 5 Zehnerpotenzen,
E. coli bei einer MBK von 0,13 pg/ml um 5-6 Zehnerpotenzen (Abb.16 a, I).
Ebenfalls relativ gut wirkte Ciprofloxacin auf planktonisch anaerob kultivierte
Bakterien, wenngleich sich die Wirkung insgesamt um ca. 2 Konzentrationsstu-
fen verschlechterte: B. cepacia wurde bei einer MBK von 16 pg/ml um ca. 3
Zehnerpotenzen reduziert, S. aureus bei einer MBK von 4 pg/ml um ca. 3 Zeh-
nerpotenzen und E. coli bei einer MBK von 0,13 um ca. 3 Zehnerpotenzen
(Abb. 16 a, Ill). Im direkten Vergleich erkennt man bei allen Bakterien die Ver-
schlechterung der Wirkung unter anaerobem Wachstum, anaerob kultivierter S.
aureus wurde bei der aeroben MBK von 1 pug/ml um knapp 2 Zehnerpotenzen
signifikant reduziert, B. cepacia bei der aeroben MBK von 4 pg/ml um weniger
als 1 Zehnerpotenz, bei E .coli war die anaerobe MBK gleich der aeroben MBK,
wobei die Reduktion wesentlich geringer ist als unter aeroben Bedingungen
(Abb. 16 b, 111).

Unter aeroben Bedingungen hat Ciprofloxacin bei all en Bakterien eine gu-
te Wirkung, und auch unter anaeroben Verhaltnissen bleibt die Wirkung
bei allen Bakterien relativ gut. Die Keimzahlredukt  ionen fallen unter anae-
robem Wachstum jedoch insgesamt geringer aus. Der G rund ist hier eben-
falls nicht nur im verringertem Wachstum, sondern a uch in anderen Me-

chanismen zu suchen.
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3.3.5 Ceftazidim gegen P. aeruginosa, S. aureus, B. cepacia und E. coli

P. aeruginosa S. aureus B. cepacia E. coli
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Abb. 17 a, b: Wirkung von Ceftazidim.
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Ceftazidim wirkte auf planktonisch aerob kultivierte S. aureus und E. coli gut: S.
aureus wurde bei einer MBK von 16 pg/ml um 4-5 Zehnerpotenzen reduziert, E.
coli bei einer MBK von 1 pg/ml um 6 Zehnerpotenzen (Abb. 18 a, I). Gegen
planktonisch aerob kultivierten P. aeruginosa wirkte es schlecht, eine Reduktion
um ca. 3 Zehnerpotenzen wurde erst bei einer MBK von 128 pg/ml erreicht
(Abb. 18 a, I). Auf planktonisch aerob kultivierten B. cepacia zeigte sich keine
Wirkung, die Bakterien wuchsen bei einer Konzentration von 1024 pg/ml ge-
nauso gut wie die Kontrolle (Abb. 18 a, I). Auf planktonisch anaerob kultivierte
P. aeruginosa und B. cepacia hatte Ceftazidim keine signifikante Wirkung (Abb.
18 a, Ill). Gegen planktonisch anaerob kultivierte S. aureus und E. coli war die
Wirkung etwa gleich gut wie unter aeroben Bedingungen, aber auch hier fielen
die Keimzahlreduktionen geringer aus: S. aureus wurde bei einer MBK von 16
png/ml um ca. 3 Zehnerpotenzen, E. coli bei einer MBK von 2 pg/ml um knapp 4
Zehnerpotenzen reduziert (Abb. 18 a, lll). Im direkten Vergleich zeigte sich, dal3
bei planktonisch anaerob kultiviertem P. aeruginosa bei der aeroben MBK von
128 pg/ml tberhaupt keine signifikante Reduktion mehr erfolgte, E. coli wurde
bei der aeroben MBK von 1ug/ml lediglich um 1-2 Zehnerpotenzen signifikant
reduziert, bei S. aureus und B. cepacia war die anaerobe MBK gleich der aero-

ben MBK bzw. der maximal getesteten Konzentration (Abb. 18 b, III).

Auf aerob kultivierte S. aureus und E. coli wirkt Ceftazidim relativ gut,
wéhrend die Wirkung auf aerob kultivierten P. aeruginosa schlecht ist und
aerob kultivierter B. cepacia sich unempfindlich zeigt. Auf anaerob kulti-
vierte S. aureus und E. coli wirkt Ceftazidim immer noch gut, wenngleich
die Keimzahlreduktionen geringer ausfallen, wobei s ich auf anaerob kulti-
vierten P. aeruginosa keine Wirkung mehr zeigt. Bei planktonisch anaerob
kultiviertem S. aureus und E. coli lassen die geringeren Keimzahlreduk-
tionen auf Mechanismen der Wirkungsverschlechterun g schlieRen, die
nicht verringertes Wachstum betreffen. Bei plankton isch anaerob kulti-
viertem P. aeruginosa kann man eine Verminderung des Wachstums fir
die Verschlechterung der Wirkung verantwortlich mac hen, B. cepacia

zeigt sich generell resistent.
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3.3.6 Tobramycin gegen P. aeruginosa, S. aureus, B. cepacia und E. coli

P. aeruginosa S. aureus B. cepacia E. coli
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Abb. 18 a, b: Wirkung von Tobramycin.
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Gegen Tobramycin war planktonisch aerob kultivierter B. cepacia resistent, die
MBK war erst bei 1024 pg/ml erreicht (Abb. 20 a, 1). Gegen die Gbrigen Bakteri-
en wirkte Tobramycin relativ gut: P. aeruginosa wurde bei einer MBK von 8
ng/ml um ca. 6 Zehnerpotenzen reduziert, S. aureus bei einer MBK von 4 pg/ml
um ca. 4 Zehnerpotenzen und E. coli bei einer MBK von 32 pg/ml um ca. 3
Zehnerpotenzen (Abb. 20 a, I). Auf planktonisch anaerob kultivierten P. aerugi-
nosa wirkte Tobramycin um zwei Konzentrationsstufen schlechter, bei einer
MBK von 32 pg/ml ergab sich eine Reduktion um ca. 3 Zehnerpotenzen (Abb.
20 a, Ill). Bei S. aureus und E. coli verschlechterte sich die Wirkung von To-
bramycin noch starker, S. aureus wurde bei einer MBK von 128 pg/ml um ca. 4
Zehnerpotenzen, E. coli bei einer MBK von 256 pg/ml um ebenfalls ca. 4
Zehnerpotenzen reduziert (Abb. 20 a, Ill). Im direkten Vergleich erkennt man,
dall Tobramycin unter anaeroben Bedingungen insgesamt deutlich schlechter
wirkt: bei planktonisch anaerob kultiviertem P. aeruginosa zeigte sich bei der
aeroben MBK von 8 pg/ml keine signifikante Reduktion, ebenso bei S. aureus
bei der aeroben MBK von 4 ug/ml und bei E. coli bei der aeroben MBK von 32
pg/ml (Abb. 20 b, 111).

Auf aerob kultivierte Bakterien zeigt Tobramycin ei ne relativ gute Wir-
kung, ausgenommen B. cepacia, der sich als resistent erweist. Unter an-
aeroben Bedingungen zeigt sich eine deutlich schlec htere Wirkung, bei S.
aureus starker ausgepragt als bei den gramnegativen Keime n P. aerugi-
nosa und E. coli. Da Tobramycin auch auf nichtwachsende Bakterien
wirkt, missen andere Mechanismen fir die deutliche Wirkungsver-

schlechterung verantwortlich sein als vermindertes Bakterienwachstum.

39



3.3.7 Zusammenfassung

Wahrend die Antibiotika planktonisch aerob kultivierte Bakterien in der Regel
bei niedrigen Konzentrationen signifikant reduzieren, miussen bei planktonisch
anaerob kultivierten Bakterien die Konzentrationen der Antibiotika oft deutlich
erhoht werden, sofern damit Gberhaupt vergleichbare Wirkungen erzielt werden
konnen. Die Wirkung von Meropenem gegen P. aeruginosa verschlechtert sich
im Biofilm deutlich, gegen planktonisch anaerob kultivierte Bakterien zeigt sich
keine Wirkung mehr. Ciprofloxacin wirkt noch am besten, da sowohl gegen
planktonisch anaerob als auch im Biofilm kultivierte P. aeruginosa noch eine
befriedigende Wirkung erzielt werden kann. Bei Meropenem und Ciprofloxacin
zeigt sich jedoch eine schrittweise Verschlechterung der Wirkung in Reihenfol-

ge der Kultivierungen: planktonisch aerob, Biofilm, planktonisch anaerob.

3.4 Einflul3 von Azithromycin und DNase auf die Biofilmbildung von P. aerugi-

nosa
P.aeruginosa
Azith. DNase
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Abb. 19: Wirkung von Azithromycin und DNase auf die Bi  ofilmbildung von
P. aeruginosa. Weil3er Balken : maximale inhibitorische Konzentration oh-
ne toxische Effekte (IK wax), sonst s. Legende zu Abb. 13.
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Azithromycin und DNase wurden hier bereits zu der P. aeruginosa-Suspension
gegeben, die an den Zapfen Biofilm bildete. Ziel war, die Biofilmbildung zu inhi-
bieren, wobei die Bakterien in der Suspension nicht abgetotet werden durften.
Die Inhibition wurde quantitativ als Verringerung der Bakterienzahl definiert,
indem die Bakterienzahl des mit Inhibitoren behandelten Biofilms mit der Bakte-
rienzahl von unbehandeltem Biofilm verglichen wurde. Ab einer Konzentration
von 32 pg/ml wirkte Azithromycin toxisch auf P. aeruginosa in der Suspension.
Bei der maximalen subinhibitorischen Konzentration von 16 pg/ml erreichte
Azithromycin eine quantitative Verringerung der Biofilmbakterien um zwei Zeh-
nerpotenzen. DNase zeigte selbst bei einer Konzentration von 500 ug/l (ent-
spricht 950 U/mg), dem 10-fachen der empfohlenen Herstellerdosis, keinen sig-
nifikant quantitativen Effekt auf die Biofilmbakterien, bei der Auszahlung ergab

sich fast die gleiche Anzahl von Biofilmbakterien wie in der Kontrolle.

Wahrend Azithromycin eine signifikante Verminderung des Biofilmwachs-

tums erzielt, ist dies bei DNase nicht der Fall.
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4 Diskussion

4.1 Erlauterungen zu den Methoden

Tests mit Antibiotika gegen die hier untersuchten Erreger werden normalerwei-
se mit planktonisch aerob kultivierten Bakterien durchgeftihrt [53]. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dafl} Bakterien unter anaerobem Wachstum
oder im Biofilm wesentlich resistenter sein kbnnen. Aus diesem Grund ist zu
Uberlegen, Wirkstoffe gegen Lungeninfektionserreger bei CF auch unter diesen
Bedingungen zu testen. Dies gilt zum einen flr neu zu erprobende Wirkstoffe,
ist zum anderen aber auch bei klinischen Tests gegen herkdmmliche Antibiotika
zu erwéagen, um diese gezielter einsetzen zu kénnen. Ob dies durchfiihrbar und
von therapeutischem Nutzen ist, muld die Praxis zeigen. Der in dieser Arbeit
etablierte Biofilmassay wére aufgrund seiner schnellen und einfachen Handha-
bung fur solche Tests geeignet. Die Ergebnisse aus den Antibiotikatests mit
planktonisch anaerob kultivierten Bakterien und den Biofilmassays wurden in
dieser Arbeit so ermittelt, dafd sie untereinander direkt verglichen werden konn-
ten um zu feststellen zu kénnen, ob der Faktor anaerobes Wachstum Einflul3
auf die Wirkung von Antibiotika gegen Biofilm bildende Bakterien hat. Um die
Ergebnisse der Tests vergleichen zu kbnnen, wurde darauf geachtet, die expe-

rimentellen und statistischen Parameter einheitlich zu gestalten.

4.2 Wirkungen der Antibiotika
4.2.1 Meropenem

Meropenem wirkt wie alle B-Lactam-Antibiotika indem es die Zellwandsynthese
der Bakterien hemmt. Der B-Lactamring der [B-Lactam-Antibiotika hemmt
Transpeptidasen, welche die Quervernetzung der bakteriellen Mureinwand ka-
talysieren, diese werden deshalb auch Penicillin bindende Proteine (PBP) ge-
nannt. Dies fuhrt zur Instabilitéat der Zellwand und schlief3lich zur Zerstérung des
Bakteriums durch Lyse [53]. Im Gegensatz zu anderen Antibiotika hat Merope-
nem aufgrund seiner chemischen Struktur ein sehr breites Wirkungsspektrum,

das grampositive wie gramnegative Bakterien als auch Anaerobier mit ein-
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schliel3t [21]. Der wichtigste konventionelle Resistenzmechanismus von P. ae-
ruginosa gegen Meropenem besteht in einer verminderten Permeabilitat der
aulBeren Membran des Bakteriums [42]. Bei S. aureus sind zwei Resistenzme-
chanismen mdoglich, die Produktion von B-Lactamasen, die das Antibiotikum
inaktivieren sowie Veranderungen der PBP [57]. Bei den noch wenig erforsch-
ten B. cepacia wurde bei resistenten Keimen eine vermehrte Produktion von
B-Lactamasen entdeckt [42]. Bei resistenten E. coli ist eine Kombination aus
einer verminderten Permeabilitdt der aul3eren Membran und B-Lactamasen vor-
handen [67].

Wahrend Meropenem die Keimzahlen von planktonisch aerob kultivierten P.
aeruginosa, S. aureus, B. cepacia und E. coli signifikant reduziert, was seinem
breiten Wirkspektrum entspricht, zeigt sich bei planktonisch anaerob kultivierten
P. aeruginosa und B. cepacia keine signifikante Wirkung. Davey et. al. be-
schreiben bei P. aeruginosa und dem mit Meropenem verwandten Carbapenem
Imipenem ebenfalls, dal3 sich unter anaeroben Bedingungen selbst bei hohen
Konzentrationen keine signifikante Reduktion zeigt [24]. Dies kbnnte damit er-
klart werden, dal® diese Bakterien, wie aus den Wachstumskurven hervorgeht,
unter anaeroben Bedingungen kaum oder nur sehr langsam wachsen, da Me-
ropenem als B-Lactam-Antibiotikum nur auf wachsende Bakterien tédlich wirkt,
indem es die Zellwandsynthese inhibiert. Dem langsamen Wachstum der Bak-
terien entspricht ein niedriger Gehalt von Nitrat, welches die Grundlage fur den
wichtigsten alternativen Stoffwechselweg zur Zellatmung unter anaeroben Be-
dingungen ist (s. S. 4), wobei der Gehalt an Nitrat im verwendeten Nahrmedium
vergleichbar mit dem in der Schleimschicht der unteren Atemwege der CF-
Lunge ist (ca. 20 uM, gemessen in [96]). Unter hoher Nitratzugabe zum Medium
verbessert sich die Wirkung von Meropenem entsprechend deutlich. Dennoch
ist auch unter diesen Bedingungen die MBK deutlich héher als bei planktonisch
aerob kultivierten Bakterien, und die Tatsache, daf} die Bakterien auch anaerob
unter Nitratzugabe nicht so effektiv abgetotet werden wie unter aeroben Bedin-
gungen, laldt auf zusatzliche Mechanismen schlie3en, die fur die schlechtere

Wirksamkeit unter anaerobem Wachstum verantwortlich sind. Wie bereits er-
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wahnt ist der wichtigste intrinsische Resistenzmechanismus von P. aeruginosa
gegen Meropenem die Impermeabilitat der aul3eren Membran. Dazu passend
ist bekannt, dal3 P. aeruginosa das elektrische Transmembranpotential seiner
aulReren Membran unter anaeroben Bedingungen verandert, was eine vermin-
derte Transportrate von Antibiotika durch die auf3ere Membran zur Folge haben
kann [43]. Gegen planktonisch anaerob kultivierte S. aureus und E. coli hinge-
gen wirkt Meropenem &hnlich wie unter aeroben Bedingungen. Dies kénnte
darauf zurtickzufiihren sein, dal3 diese Bakterien unter anaeroben Bedingungen
ein besseres initiales Wachstum als P. aeruginosa und B. cepacia haben, da
sie als fermentierende Bakterien unter anaeroben Bedingungen die Glycolyse
nutzen konnen [73]. Allerdings fallen auch hier die Keimzahlreduktionen gerin-
ger aus als unter aeroben Bedingungen. Dies kdnnte auch darauf zurtickzufih-
ren sein, dafd die Bakterien metabolisch nicht so aktiv sind wie unter Aerobiosis

und sich langsamer teilen.

Im Biofilm war die MBK von Meropenem gegen P. aeruginosa um drei Konzen-
trationsstufen hoher als im Vergleich zu planktonisch aerob kultivierten Bakteri-
en. Bei Aaron et. al. waren die MBKs bei mehreren Patientenisolaten von P.
aeruginosa um 2-4 Konzentrationsstufen erhoht [1], was mit den Ergebnissen
dieser Arbeit Ubereinstimmt. Ceri et. al. haben versucht, die Konzentration zu
ermitteln, bei der die Bakterien im Biofilm eradiziert wurden. Bei dem mit Mero-
penem verwandten Carbapenem Imipenem war keine Eradikation zu erreichen
[12]. Somit weil3t P. aeruginosa im Biofilm eine deutlich erhéhte Resistenz ge-
genuber Meropenem auf als planktonisch aerob kultivierte Zellen. Zudem per-
sistierten die Bakterienzahlen auch bei hohen Antibiotikakonzentrationen auf

erhéhtem Niveau im Vergleich zu planktonisch aerob kultivierten Bakterien.

Mechanismen, die speziell bei Meropenem zur erhdhten Resistenz von P. ae-
ruginosa-Biofilmen beitragen sind noch nicht ausreichend erforscht. Folglich
kénnen hier nur Hypothesen diskutiert werden, die in Zukunft ndherer experi-
menteller Prifung bedurften. Einen Hinweis gibt die Wirkung von Meropenem
auf P. aeruginosa in dieser Arbeit. Vergleicht man dessen Wirkung unter den
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drei angewendeten Kultivierungen: planktonisch aerob, Biofilm und planktonisch
anaerob; so fallt auf, dald sich die Wirkung in dieser Reihenfolge kontinuierlich
verschlechtert (s. S. 29, Abb.13). Mdglicherweise sind dafir zunehmend anae-
robe Wachstumsbedingungen verantwortlich. Fur die Bakterien im Biofilm wir-
de das bedeuten, dal3 die aufgrund eines grol3eren Sauerstoffangebots meta-
bolisch aktiveren Zellen an der Oberflache des Biofilms abgetotet werden, wah-
rend die tiefer in die Matrix eingebetteten Zellen mit geringerem Sauerstoffan-
gebot inaktiver sind, langsamer wachsen und am Leben bleiben, da auf diese
das Antibiotikum weniger gut wirken kann. Sowohl bei planktonisch anaerob als
auch in Biofilm kultivierten Bakterien wurde gezeigt, dafl3 sich die Wirksamkeit
von Antibiotika deutlich verringert, je langsamer die Bakterien wachsen [28; 35;
80]. Zudem wurde nachgewiesen, daf} Biofilmbakterien, die sich in tieferen
Schichten des Biofilms befinden, nach einer Antibiotikabehandlung noch am
Leben sind, wahrend Bakterien, die sich nahe an der Oberflache befinden,
durch die Antibiotika abgetttet werden [1; 90]. Mit Hilfe eines fluoreszierenden
metabolischen Markers wurde gezeigt, dafl? eine rege metabolische Aktivitat nur
unmittelbar an der Oberflache des Biofilms auftritt und in der Tiefe rapide ab-
nimmt [47]. Walters et. al haben die Wirktiefe von Antibiotika mit Hilfe eines
Elektronenmikroskops bestimmt. Es zeigte sich, dal’ die Wirktiefe der Antibioti-
ka 30-80 um von der Oberflache aus betrug, auch bei vollstandiger Penetration
der Antibiotika. Eine Messung des Sauerstoffgehalts ergab, da? Sauerstoff bis
zu 40-90 um tief im Biofilm noch mel3bar ist [90]. Dies erhértet die These, dal3
anaerobe Bedingungen und ein daraus resultierender reduzierter Metabolismus
die Wirkung von Antibiotika deutlich vermindert. Jedoch muf3 darauf hingewie-
sen werden, dal3 mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode nur relative
dinne Biofilme erzeugt werden kdnnen. Aaron et. al,. die eine ahnliche Metho-
de zur Erzeugung von Biofilm benutzt haben, haben gezeigt, dafl3 sich lediglich
ein maximal 50 um dicker Biofilm erzeugen laRt [1]. Die von Walters et. al mit
einem Fliel3system erzeugten Biofilme waren dagegen sehr dick (ca. 230 um),
somit herrschen in den hier erzeugten Biofilmen allenfalls mikroaerophile Be-
dingungen vor. Inwiefern anaerobe Bedingungen als Resistenzfaktor bei diesen

Biofilmen Relevanz haben, sollte naher geprift werden. Dennoch wurde in die-
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ser und in anderen Arbeiten gezeigt [1, 14; 22], dal3 Antibiotika auch in dinnen
Biofilmen weniger wirksam sind. Daftr kdnnen auch andere Faktoren verant-

wortlich sein.

So gehen Spoering et. al. davon aus, daf3 im Biofilm eine im Vergleich zu plank-
tonischen Kulturen vermehrte Anzahl von Bakterien eines besonderen Phé&no-
typs existieren, die eine erhdhte Resistenz gegen Antibiotika aufweisen, was
allerdings nicht auf mutationsbedingte Resistenzen zuriickzufuhren ist [80]. Sie
vermuten, dal’ die Anzahl dieser persistierenden Zellen von der Zelldichte ab-
hangt. Da im Biofilm die Zelldichte sehr hoch ist, kdnnten dort relativ viele die-
ser Zellen existieren. Ist dies der Fall, hatte man eine schlissige Erklarung da-
fur, warum mukoide, Biofilm bildende Pseudomonaden in der Lunge von CF-
Patienten nicht zu eradizieren sind. Auch wenn ein Grof3teil der Bakterien abge-
totet wirde, waren die restlichen persistierenden Zellen durch die EPS-Matrix
vor dem Immunsystem geschitzt und kénnten die Bakterienpopulation wieder
regenerieren. Fur die Resistenz der Bakterien gegen Antibiotika wirde aber
lediglich die Existenz von persistierenden Zellen eine Rolle spielen. Spoering et.
al. prasentieren Ergebnisse, in denen planktonisch kultivierte Bakterien in der
stationdren Phase genauso resistent sind wie Bakterien im Biofilm. Nach ihrer
Hypothese wirde es ausreichen, flr Antibiotikatests planktonische Bakterien in

der stationaren Phase zu benutzen [80].

Doch auch andere, biofilmspezifische Resistenzmechanismen kdnnen existie-
ren. So zeigen mehrere Arbeiten, daf’ Biofilme von P. aeruginosa [18; 35], aber
auch die anderer Bakterien [3; 28] resistenter als planktonische Zellen in der
stationéren Phase sein kbnnen. Biofilmbakterien miussen trotzdem nicht immer
resistenter sein als planktonische Bakterien, hier sind spezies- und antibioti-
kaspezifische Unterschiede mdglich [32; 33; 35]. Weiterhin wurden Félle be-
schrieben, in denen die vom Biofilm abgelésten Bakterien resistenter als plank-
tonische Bakterien waren [7; 28; 35]. Hier konnte die biofiimspezifische Veran-
derung des Phanotyps eine Rolle spielen. Andererseits wurde in anderen Arbei-
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ten beschrieben, dal3 abgeltste Bakterien schnell wieder sensibel werden [2; 4;
90; 95].

SchlieB3lich kénnen auch konventionelle Resistenzmechanismen im Biofilm eine
Rolle spielen, indem sie im Biofilm starker zum Tragen kommen als bei plank-
tonischen Bakterien. So demonstrieren Tresse et. al. dafd ein Porin der aul3eren
Membran von E .coli herunterreguliert wird, wenn diese im Biofilm existieren
[87]. Diese Bakterien zeigten eine erhdhte Resistenz gegen Antibiotika, was
moglicherweise darauf zurtckzuftuihren sein kdnnte, dal3 dieses Porin fur Anti-
biotika nicht mehr zur Diffusion zur Verfiigung steht. Eine weitere Moglichkeit
besteht darin, dal’ die Biofilmexistenz es den Bakterien erméglicht, sich besser
auf Antibiotika einzustellen als planktonische Bakterien. So haben Anderl et. al.
[2] beschrieben, dal} B-Lactamase positive Biofilme die Penetration von Ampicil-
lin behindern, wodurch tiefer liegende Bakterien vor dem Antibiotikum besser

geschutzt sind, weil sie das Antibiotikum rechtzeitig inaktivieren kénnen.

4.2.2 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin ist ein Gyrasehemmer und gehort zur Gruppe der Chinolone. Es
wirkt durch Hemmung der bakteriellen DNA-Gyrase (Topoisomerase II). Dieses
Enzym besitzt eine wesentliche Funktion bei der Replikation, Transkription und
Reparatur der DNA. Wird es gehemmt, geht die physiologische Form des Chro-
mosoms in eine weniger stark verdrillte Form utber, wodurch der Raumbedarf
des Chromosoms steigt. Exonukleasen zerlegen die chromosomale DNA in
kleinere Bruchstilicke, als Folge davon stirbt das Bakterium ab [53]. Bei resi-
stenten P. aeruginosa existieren zwei Resistenzmechanismen, Mutationen der
DNA-Gyrase und Effluxpumpen [42] ebenso bei S. aureus [57]. Bei B. cepacia
mit Chinolonresistenz wurden Mutanten mit einer erhéhten Expression von Ef-
fluxpumpen entdeckt [42]. Bei E. coli ist der wichtigste Mechanismus ebenfalls
die Verdnderung der DNA-Gyrase, aber auch Impermeabilitat und Effluxpum-
pen werden beschrieben [77].
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Ciprofloxacin reduziert ebenfalls die Keimzahlen aller aerob kultivierten Bakteri-
en signifikant bei niedrigen Konzentrationen. Gegen anaerob kultivierte Bakteri-
en wirkt Ciprofloxacin nur geringfligig schlechter. Bei P. aeruginosa war im Ver-
gleich zu planktonisch aerob kultivierten Bakterien die MBK um eine Konzentra-
tionsstufe, bei S. aureus und B. cepacia um zwei Stufen erhéht, bei E. coli blieb
sie gleich. Moody et. al. haben mehrere klinische Isolate von P. aeruginosa ge-
gen Ciprofloxacin getestet, bei vieren war die anaerobe MBK gleich der aero-
ben MBK, bei einem war sie um eine Stufe erhoht, bei einem um zwei Stufen
[64]. Rubinstein et. al. haben bei einer Testung von klinischen Isolaten, unter
denen sich auch P. aeruginosa befand, beschrieben, dal3 die Wirkung von
Ciprofloxacin die MBK nicht beeinfluf3t [76]. Diese Ergebnisse stimmen weitge-
hend mit denen dieser Arbeit Uberein. Fur verschiedene Stamme von E. coli
beschreiben Bernhard et. al. keine Veranderung der MBK unter anaeroben Be-
dingungen [6], Cid et. al. haben gegen klinische Isolate von E. coli lediglich die
MHK getestet, unter anaeroben Bedingungen jedoch keine Veranderungen
feststellen kénnen [13]. Cooper et. al. [17] und Moody et. al. [64] beschreiben
fur je einen Stamm von E. coli ebenfalls keine Veranderung der MBK. Diese
Ergebnisse bestatigen alle, dal? sich die MBK von Ciprofloxacin bei E. coli unter
anaeroben Bedingungen nicht wesentlich verandert. Lewin et. al. [55] beschrei-
ben jedoch, daf3 Ciprofloxacin unter anaeroben Bedingungen seine bakterizide
Wirkung verliert, diese Ergebnisse widersprechen jedoch denen dieser Arbeit
und denen der anderen zitierten Arbeiten. Die insgesamt gute Wirkung von Ci-
profloxacin unter anaeroben Bedingungen auch gegen die schlecht wachsen-
den P. aeruginosa und B. cepacia konnte damit erklart werden, daf3 Ciprofloxa-
cin nicht nur gegen wachsende Bakterien wirkt, sondern immer dann, wenn die
DNA-Gyrase benotigt wird (zur Replikation, Transkription oder Reparaturzwek-
ken). Die allenfalls geringfugig schlechtere Wirkung kénnte dadurch erklart
werden, dal3 die Bakterien unter anaeroben Bedingungen metabolisch weniger
aktiv sind und somit die DNA-Gyrase weniger benotigt wird. So zeigen Zeiler
und Voigt, dal3 Ciprofloxacin auch in der stationaren Phase wirksam ist [99],
wenn auch die Wirksamkeit etwas schlechter ist als gegen wachsende Bakteri-

en, wie auch Brooun et. al. zeigen [7].
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In dieser Arbeit war die MBK von Ciprofloxacin gegen P. aeruginosa im Biofilm
gleich der unter aeroben Verhéltnissen. Bei Aaron et. al. waren die MBKs bei
mehreren Isolaten von P. aeruginosa gleich denen bei planktonisch aerob kulti-
vierten Bakterien oder bis zu 2 Stufen héher [1]. Ceri et. al. behaupten, die Bak-
terien mit Ciprofloxacin eradiziert zu haben [13], allerdings gilt zu bedenken,
dal3 der dort erzeugte Biofilm sehr diinn war. In dieser Arbeit fallt die Reduktion
der Keimzahl im Biofilm geringer aus als gegen planktonisch aerob kultivierte
Bakterien, und bei sehr hohen Konzentrationen des Antibiotikums persistieren
die Bakterienzahlen auf erhohtem Level. Walters et. al. [90] haben in ihrer Ar-
beit ebenfalls gezeigt, dal3 P. aeruginosa im Biofilm, mit der Konzentration Ci-
profloxacin behandelt, die der hier ermittelten MBK gegen planktonisch aerob
kultivierte Bakterien entsprach (1pg/ml), nicht so effektiv zu reduzieren war wie

planktonisch aerob kultivierte Bakterien.

Die bei Meropenem festgestellte Verschlechterung der Wirkung des Antibioti-
kums in der Reihenfolge der Kultivierungsarten: planktonisch aerob, Biofilm,
planktonisch anaerob laf3t sich bei Ciprofloxacin nicht so deutlich feststellen, da
alle optimalen Konzentrationen im selben Bereich liegen. Dennoch zeigt sich,
dal3 auch hier die Keimzahlreduktionen geringer ausfallen (s. S. 34 Abb. 15 b).
Also lafdt sich auch hier die Hypothese vertreten, daf3 eine schrittweise Verstar-
kung der anaeroben Bedingungen fir die Verschlechterung der Wirkung von
Ciprofloxacin verantwortlich ist, wenn auch nicht so deutlich wie bei Merope-
nem. Des weiteren lassen sich die bei Meropenem aufgezeigten Hypothesen
auch bei Ciprofloxacin diskutieren. Wenn auch die Wirkung von Ciprofloxacin
unter den in dieser Arbeit getesteten Umweltbedingungen gut ist und das Medi-
kament Kklinische Verlaufe positiv beeinfluf3t [78], ist jedoch auch mit Ciprofloxa-
cin keine Eradikation von P. aeruginosa in der CF-Lunge zu erreichen [31]. Dies
hangt mit dem Versagen des Immunsystems zusammen, welches nicht fahig
ist, die im Biofilm befindlichen Bakterien abzutdten [30]. Somit ist die chronische
Entzindung nicht aufzuhalten. Dies zeigt deutlich, wie wichtig zukinftige Ver-
suche sind, mit Medikamenten Bildung und Persistenz von Biofilmen zu ver-

hindern.
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4.2.3 Ceftazidim

Ceftazidim, das zur Gruppe der Cephalosporine gehort, ist wie Meropenem ein
B-Lactam-Antibiotikum und besitzt denselben Wirkmechanismus. Der wichtigste
Resistenzmechanismus bei P. aeruginosa besteht in B-Lactamasen [42], eben-

so bei S. aureus [57], B. cepacia [42] und E. coli [67].

Ceftazidim wirkt gegen planktonisch aerob kultivierten E. coli in niedriger Kon-
zentration gut, bei S. aureus war jedoch eine wesentlich hthere Konzentration
fur eine ausreichende Wirksamkeit nétig. Der verwendete P. aeruginosa-Stamm
war resistent, es war kein sensibler Stamm zu finden. Dennoch konnte ein Ver-
gleich zu den anaeroben Ergebnissen gezogen werden. Bei B. cepacia war kei-
ne Wirkung festzustellen, wobei eine generell hohe Resistenz von B. cepacia
gegen Ceftazidim bekannt ist [16]. Gegen planktonisch anaerob kultivierten B.
cepacia zeigte sich dementsprechend ebenfalls keine Wirkung. Obwohl gegen
planktonisch aerob kultivierten P. aeruginosa noch eine Wirkung festgestellt
werden konnte, war dies unter anaeroben Bedingungen nicht mehr der Fall.
Wie bei Meropenem konnte dies auf das stark eingeschrankte Wachstum von
P. aeruginosa unter anaeroben Bedingungen zuriickgefuihrt werden. Gegen
planktonisch anaerob kultivierten S. aureus blieb die MBK gleich, gegen E. coli
erhohte sie sich um eine Stufe. Oie et. al. haben bei verschiedenen Stammen
von E. coli die MHKs unter aeroben und anaeroben Bedingungen ermittelt, mit
dem Ergebnis, dal3 anaerobes Wachstum nur einen schwachen Einflul3 auf die
Wirksamkeit von Ceftazidim hat [68]. Dies entspricht den in dieser Arbeit ermit-
telten Ergebnissen Uber E. coli. Die gute Wirkung von Ceftazidim gegen S. au-
reus und E. coli kdnnte wiederum auf das bessere Wachstum dieser Bakterien
unter anaeroben Bedingungen zurlckgefuhrt werden. Allerdings zeigt sich auch
hier eine geringere Reduktion der Bakterien im Vergleich zu aeroben Bedin-
gungen. Da Ceftazidim wie Meropenem ein 3-Lactam-Antibiotikum ist, sind bei
Meropenem erlauterten Hypothesen und Resistenzmechanismen auch hier

maoglich.
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4.2.4 Tobramycin

Tobramycin, ein Aminoglykosid, wirkt, indem es die Proteinbildung von Bakteri-
en durch Bindung an bakterielle Ribosomen stért. Es kommt zur Bildung funkti-
onsuntichtiger Nonsens-Proteine und dadurch zu irreversiblen Zellschaden,
worauf das Bakterium abstirbt [53]. Zwei Arten von Resistenzmechanismen sind
fur die Resistenz von P. aeruginosa verantwortlich. Transferasen kénnen das
Antibiotikum inaktivieren und es kann zur Impermeabilitdt der aul3eren oder in-
neren Membran kommen [42]. B. cepacia besitzt als einziges nicht fermentie-
rendes gramnegatives Bakterium nicht das spezielle Aufnahmesystem, das
self-promoted uptake (selbst beférdernde Aufnahme) genannt wird und fur die
Aufnahme polykationischer Substanzen, zu denen auch Tobramycin gehort, in
die Bakterien benotigt wird. Es ist daher von vornherein gegen Tobramycin re-
sistent [42]. S. aureus macht Tobramycin ebenfalls durch Transferasen, welche

das Antibiotikum modifizieren, unwirksam, ebenso E. coli [62].

Bei Tobramycin war die MBK gegen planktonisch aerob kultivierte P. aerugino-
sa und S. aureus schon bei niedrigen Konzentrationen erreicht, bei E. coli lag
sie hoher. Gegen B. cepacia war es unwirksam. Bei planktonisch anaerob kulti-
vierten P. aeruginosa und E. coli erhohte sich die MBK im Vergleich zu plankto-
nisch aerob kultivierten Bakterien um zwei Konzentrationsstufen, bei S. aureus
sogar um funf Stufen. Bryant et. al. beschreiben fur das Aminoglykosid Amika-
cin eine deutliche Erhéhung der MHK gegen verschiedene Isolate von E. coli
unter anaeroben Bedingungen [10]. Tack und Sabath beschreiben ebenfalls
eine deutliche Erh6hung der MHK bei Stdmmen von E. coli und auch anderen
gramnegativen Bakterien unter anaeroben Bedingungen [85], ebenso Verklin
und Mandell [89]. Tack und Sabath beschreiben zusatzlich, dal’ bei S. aureus
die MHK unter anaeroben Bedingungen starker ausféllt als bei gramnegativen
Keimen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen dieser Arbeit Uberein. Nanavaty
et. al. [65] beschreiben jedoch bei der Testung von Tobramycin gegen E. coli,

dal3 anaerobes Wachstum die MHK nicht beeinfluf3t.
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Tobramycin wirkt als Aminoglykosid zwar auch auf nicht wachsende Bakterien
[53], jedoch kann eine Verdnderung des Phéanotyps bzw. Stoffwechsels auch
hier eine verminderte Wirksamkeit unter anaeroben Bedingungen erklaren. Wie
erwéahnt, ist die Aufnahme des Antibiotikums Uber ein spezielles, energieab-
hangiges Transportsystem entscheidend fir seine Wirksamkeit. Es wurde
nachgewiesen, daf3 in anaerob kultivierten E. coli die erhéhte Resistenz mit ei-
nem erniedrigten Transmembranpotential der auf3eren Membran und daraus
folgend einer niedrigen Aktivitat dieses Transportsystems korreliert [9]. Dies
scheint der Grund zu sein, warum Tobramycin unter anaeroben Bedingungen
nicht so effektiv in das Zellinnere von E. coli transportiert wird wie unter aeroben
Bedingungen [8], weshalb die Wirkung unter anaeroben Bedingungen vermin-
dert ist. Aul3erdem wurde gezeigt, da3 Tobramycin auf langsam wachsende
Bakterien schlechter wirkt als auf schnell wachsende [35]. Eine Erklarung dafur
ware, dald in langsam wachsenden Bakterien aufgrund des gedrosselten Meta-

bolismus weniger Proteine synthetisiert werden.

4.3 Inhibition des Biofiimwachstums

Kdnnte es in Zukunft gelingen, die Bildung von bakteriellen Biofilmen in CF-
Lungen wirkungsvoll zu verhindern oder bestehenden Biofilm aufzulésen, so
bestlinde die Mdglichkeit, diese Bakterien zu eradizieren, was ein bedeutender
Fortschritt in der Therapie von Lungeninfektionen bei CF ware. In dieser Arbeit
wurde geprift, ob das Makrolid Azithromycin die Bildung von Biofilm inhibieren
kann. Neben antiinflammatorischen, antioxidativen oder immunmodulatorischen
Wirkungen [38] ist auch eine schleimlésende bzw. Biofilm inhibierende Wirkung
[66] beschrieben worden. Eine Hypothese, welche die Biofilm inhibierende Wir-
kung zu erklaren versucht, geht davon aus, dal3 Azithromycin Stoffwechselsy-
steme in Biofilmen von P. aeruginosa blockiert [36; 86]. In dieser Arbeit a3t sich
durch Azithromycin eine geringe, jedoch signifikante Reduktion des Biofilm-
wachstums feststellen. Inwiefern dies klinische Relevanz hat, muld getestet
werden. Es ist aber gut mdglich, dal3 Makrolide in einer Kombinationstherapie

bei der Inhibition von Biowachstum eine Rolle spielen kbnnen. Mit DNase wurde
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dasselbe Ziel verfolgt. In einer Arbeit von Whitchurch et. al. [92] wurde die
Hypothese aufgestellt, dal} extrazellulare DNA ein wichtiges Substrat fur die
beginnende Bildung von Biofilm sein kdnnte. Dort wurde festgestellt, dal3 DNa-
se die Bildung von Biofilm inhibiert. In dieser Arbeit wurde die Bildung von Bio-
film durch die DNase jedoch nicht wesentlich beeinflul3t. Eine mdgliche Erkla-
rung dafiir kdnnten unterschiedliche Versuchssysteme bieten.

4.4 Neue Strategien zur Therapie chronischer Lungeninfektionen bei CF

Die Entwicklung und Entdeckung von neuen Medikamenten unter Beriicksichti-
gung von anaeroben Wachstumsbedingungen und Biofilmbildung kann in Zu-
kunft zu gezielten Therapieerfolgen fuhren. Dabei kbnnen Erkenntnisse Uber
Gene, Genprodukte, Metabolismen und Phanotypen der Bakterien Informatio-
nen liefern, um geeignete Ziele fiir eine Therapie auszumachen. Verschiedene
Anséatze, die dies zum Ziel haben, sind untersucht worden. So wurde gezeigt,
dalR Makrolide unter anaeroben Bedingungen besser wirken kénnen als unter
aeroben Bedingungen. Dies ist jedoch ein Effekt unter subinhibitorischen Kon-
zentrationen, dessen Mechanismus nicht genau bekannt ist [27]. Ein weiterer
Ansatz besteht darin, die Biofilmbildung zu verhindern. Die Inhibition des Bio-
filmwachstums durch subinhibitorische Makrolidkonzentrationen ist in dieser
Arbeit untersucht worden (s. S. 52). Eine andere Moglichkeit besteht darin, die
Zufuhr von Substanzen zu behindern, die zum Wachstum des Biofilms bendotigt
werden. So konnte gezeigt werden, dal3 Katecholamin-Inotrope das Wachstum
von S. epidermidis-Biofilmen unterstitzen [58]. Kbnnte verhindert werden, dal3
diese zu ihrer Funktion gelangen, dann kdnnte auch die Bildung des Biofilms
behindert werden. Yoon et. al. haben anaerobe Biofilme von P. aeruginosa un-
tersucht und konnten zeigen, dafd die Mdglichkeit besteht, die Entwicklung von
Biofilm unter anaeroben Bedingungen gezielt zu blockieren [97]. Dies zeigt, dal’
die Berucksichtigung der Faktoren anaerobes Wachstum und Biofilm helfen
konnen, um gezielt und erfolgreich neue und effiziente Therapien gegen chroni-

sche Lungeninfektionen bei CF zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

In den mit Schleim verstopften Luftwegen von Patienten mit cystischer Fibrose
(CF) herrschen anaerobe Verhaltnisse vor. Unter diesen Bedingungen kann
Pseudomonas aeruginosa, der haufigste Erreger von chronischen, zum Tode
fuhrenden CF-Lungeninfektionen, verstarkt Biofilme bilden. Es ist bekannt, dalR
unter anaeroben Verhaltnissen Antibiotika sich in ihrer Wirksamkeit verschlech-
tern kbnnen und dal3 Biofilm die Bakterien vor Antibiotika schitzt. In der vorlie-
genden Arbeit wurde der EinfluR dieser Umweltfaktoren auf die Wirkung der
Antibiotika Meropenem und Ciprofloxacin, welche zur Therapie von CF-
Lungeninfektionen eingesetzt werden, gegen P. aeruginosa untersucht. Aul3er-
dem wurde getestet, ob durch die Substanzen Azithromycin und DNase die Bio-
filmbildung von P. aeruginosa inhibiert werden konnte. Die Antibiotikatests unter
anaeroben Bedingungen wurden mit Hilfe einer Anaerobenkammer durchge-
fuhrt, dabei wurden noch weitere Bakterien und Antibiotika zu Vergleichszwek-
ken getestet. Um die Wirksamkeit der Antibiotika in Biofilm zu prifen wurde ein
Biofilmtest etabliert. Meropenem reduzierte P. aeruginosa unter aeroben Bedin-
gungen gut (minimale bakterizide Konzentration (MBK) = 1 pg/ml), im Biofilm
schlechter (MBK = 8 ug/ml) und unter anaeroben Bedingungen zeigte sich kei-
ne signifikante Wirkung (MBK > 1024 pg/ml), Ciprofloxacin wirkte insgesamt
besser (MBK aerob = 1 pg/ml; MBK im Biofilm = 1pg/ml, MBK anaerob = 2
png/ml), jedoch war auch hier, wenn die Reduktionen der Keimzahl betrachtet
wurden, in der Reihenfolge der Kultivierungsmethoden eine fortschreitende
Wirksamkeitsverminderung erkennbar. Wahrend die DNase die Biofilmbildung
von P. aeruginosa nicht beeinflu3te, konnte mit Azithromycin die Biofilmbildung
signifikant inhibiert werden. Die Ergebnisse zeigen, dal3 es bei Entwicklung und
Testung zukunftiger Therapiestrategien gegen CF-Lungeninfektionen sinnvoll

ist, die Faktoren anaerobes Wachstum und Biofilm mit einzubeziehen.
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6 Anhang

Keimzahlreduktion durch Meropenem (KBE/ml)

Kontrolle MBK MBK aerob

P. aerug.

aerob 1,28x10%°+3,63x10° 6,33x10° +7,51x10° -
(p=0,004)

Biofilm 2,33x10% +5,76x10° 2,33x10° +5,77x10% 3,33x10° 45,77x10°
(p=0,002) (p=0,002)

anaerob 1,17x108 +2,89x10" 2,33x10°+1,89x10°  keine Reduktion
(p=0,009)

anaerob + 1,13x10°+3,21x10% 1,67x10° +2,89x10° 1,33x10’ +2,89x10°

Nitrat (p=0,004) (p=0,004)

S. aureus

aerob 5,00x10° +1,00x10° 9,17x10° +6,29x10° -
(p=0,001)

anaerob 1,67x10% +5,77x107 2,00x10° +8,66x10% s. MBK
(p=0,008)

B. cepacia

aerob 1,18x10%°+3,33x10° 8,50x10°+ 1,01x10° -
(p=0,004)

anaerob 5,00x10 +1,00x10° 2,83x10°+2,89x10°  keine Reduktion
(p=0,023)

E. coli

aerob 2,67x10° +7,64x10° 4,00x10°+ 5,20x10° -
(p=0,004)

anaerob 1,30x108 +2,17x10" 6,17x10%* 3,33x10* 4,33x10" 45,77x10’
(p<0,001) (p=0,072)

Tab. 1.
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Keimzahlreduktion durch Ciprofloxacin (KBE/ml)

Kontrolle MBK MBK aerob

P. aerug.

aerob 1,28x10'%+3,62x10° 2,33x10°> +1,15x10° -
(p=0,004)

Biofilm 2,33x108 45,76x10° 3,67x10* +2,52x10% s. MBK
(p=0,002)

anaerob 1,17x10% +2,89x107 2,45x10%*t 2,22x10* 1,83x10° +1,32x10°
(p=0,002) (p=0,002)

S. aureus

aerob 5,00x10° +1,00x10° 4,33x10° +2,84x10° -
(p=0,001)

anaerob 1,67x10% +5,77x107 7,50x10* +1,08x10° 4,83x10°t 4,54x10°
(p=0,008) (p=0,008)

B. cepacia

aerob 1,18x10%°+3,33x10° 2,17x10°+ 1,04x10° -
(p=0,004)

anaerob 5,00x10° +1,00x10° 4,07x10* 5,14x10% 1,73x10" +1,27x10’
(p=0,001) (p=0,025)

E. coli

aerob 2,67x10° +7,64x10° 6,00x10°+ 3,61x10° -
(p=0,026)

anaerob 1,30x10% +2,17x107 1,13x10°+ 2,31x10* s. MBK
(p<0,001)

Tab. 2.
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Keimzahlreduktion durch Ceftazidim (KBE/ml)

Kontrolle MBK MBK aerob
P. aerug.
aerob 1,28x10%9+3,62x10° 1,13x107 #3,21x10° -
(p=0,004)
anaerob 1,17x10% +2,89x107 2,83x107 +1,44x10° 5,83x10'+ 2,02x10’
(p=0,009) (p=0,046)
S. aureus
aerob 5,00x10° +1,00x10° 9,33x10% +6,03x10% -
(p=0,001)
anaero , X 10, X , X + , X S.
b 1,67x108 +5,77x107 1,50x10°+ 5,00x10* s. MBK
(p=0,008)
B. cepacia
aerob 1,18x10'°+3,33x10° keine Reduktion -
anaerob 5,00x107 +1,00x10° keine Reduktion s. MBK
E. coli
aerob 2.67x10° +7,64x10% 2,67x10%+ 5.77x10° -
(p=0,001)
anaerob 1,30x10% +2,17x107 1,37x10% 1,21x10* 4,40x10° =+4,71x10°
(p<0,001) (p=0,001)
Tab. 3.
Keimzahlreduktion durch Tobramycin (KBE/ml)
Kontrolle MBK MBK zerob
P. aerug.
aerob 1,28x10'%°+3,62x10° 1,05x10% +9,26x10° -
(p=0,004)
anaerob 1,17x10% +£2,89x107 1,07x10° #1,67x10° keine Reduktion
(p=0,002)
S. aureus
aerob 5,00x10° +1,00x10° 4,00x10° #2,00x10° -
(p=0,001)
anaerob 1,67x10% +5,77x107 1,47x10* +1,80x10* keine Reduktion
(p=0,007)
B. cepacia
aerob 1,18x10'°+3,33x10° 9,00x10°+ 1,73x10° -
(p=0,004)
anaerob 5,00x107 +1,00x10° 1,03x10% #3,51x10° s. MBK
(p=0,001),
E. coli
aerob 2,67x10° +7,64x10% 2,13x10%°+ 1,50x10° -
(p=0,026)
anaerob 1,30x10% +2,17x107 5,17x10%t 4,25x10° keine Reduktion
(p=0,009)
Tab. 4.
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Biofilminhibition (KBE/ml)

Kontrolle IKimax

P. aerug.

Azithromycin 2,33x10° 3,00x10° +1,00x10°
+5,77x10" (p=0,002)

DNase 2,33x10° 8,33x10" +2,08%x10’
+5,77x10" (p=0,013)

Tab. 5.

Konzentrationswerte aller minimal bakteriziden Konzentrationen (MBK)

Meropenem Ciprofloxacin  Ceftazidim Tobramycin

P. aeruginosa

aerob 1 1 128 8

Biofilm 8 1 - -

Anaerob + Nitrat 32 - - -

anaerob >1024 2 >1024 32
S. aureus

Aerob 0,13 1 16 4

anaerob 0,13 4 16 128
B. cepacia

Aerob 8 4 >1024 1024

anaerob >1024 16 >1024 1024
E. coli

Aerob 0,06 0(1-50),13 1 32

anaerob 0,13 0,13 2 256
Tab. 6.
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