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Experimentelle Methoden

Bei Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) fiihrt ein Gendefekt zu einer persistenten
Infektion mit unterschiedlichen bakteriellen Keimen. Aus klinischen Untersuchungen
kennt man den Effekt, dass die Antibiotikabehandlung von Staphylococcus aureus,
ein Keim, der schon in den ersten Lebensjahren der Patienten in der Lunge
vorkommt, zu einer friheren Infektion des stérker pathogenen Keims Pseudomonas
aeruginosa fuhrt [1].

Um derartige Interaktionen verschiedener Bakterienspezies untersuchen zu kdnnen,
wurde in vorangegangen Studien ein Chemostat-Modell der klinisch relevanten
Mischkultur bestehend aus Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und
Burkholderia cepacia etabliert [2]. Die Quantifizierung der speziesspezifischen
Keimzahl erfolgt tiber eine eigens fir dieses System validierte t-RFLP Methode [2].
In bisherigen Versuchsergebnissen konnte eine Koexistenz von mindestens 2
Mikroorganismen gezeigt werden [2].

Hier prasentieren wir erste Ergebnisse von Antibiotika-Pulsexperimenten einer
Mischkultur sowie ein Modell zur Beschreibung der Wachstums- und
Abtétungscharakteristik. Das hier gezeigte Modell basiert auf einem logistischen
Modellansatz, wie er oft als Grundlage zur Beschreibung von so genannten Time-
Kill-Kurven verwendet wird [3, 4]. Durch mathematische Beschreibung von
Reinkultur- und  Mischkulturergebnissen im  Vergleich, beabsichtigen  wir
Interaktionen der einzelnen Bakterienspezies aufzudecken. Nach unserem
Kenntnisstand wurde die Wirkung von Antibiotika in Mischkultur bisher kaum
untersucht.

Ergebnisse

Ruhrreaktor: DasGip fedbatch-pro®  (DasGip, Deutschland)
Arbeitsvolumen: V, =200 mL Begasung: F=0,5L-ht (Luft)
Ruhrer: N =300 rpm Temperatur: T =37°C

Medium: definiertes Vollmedium

Antibiotikum: Ceftazidim (CAZ): Cephalosporin, bakterizid,

unterschiedliche Empfindlichkeiten der 3 Keime (siehe Tabelle 4)

Speziesspezifische Zellzahlquantifizierung: t-RFLP-Methode [2] (siehe Abbildung 1)
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Abbildung 3: Mischkultur, bestehend aus Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus. Batch-Fermentation im Ruhrreaktor unter Standardbedingungen (siehe
oben). Zellzahlbestimmung mit quantitativer t-RFLP-Methode [2] (siehe oben). (A) Kontrollexperiment (ohne Ceftazidim): alle 3 Keime zeigen exponentielles Wachstum und Sattigungsphase;

(B) Antibiotika-Pulsexperiment: Ceftazidimpuls (35 pg/mL) in exponentieller Wachstumsp
Mikroorganismen. Fehlerbalken: Standardabweichung einer Doppelbestimmung.

Tabelle 1: optimierte Parameterwerte des Kontrollexperiments (fminsearch, Matlab® 7.4)

hase: Abtéten von P. aeruginosa nach Time-lag, kein messbarer Effekt auf die beiden anderen

Tabelle 2: optimierte Parameterwerte des Pulsexperiments (fminsearch, Matlab® 7.4)
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Schlussfolgerungen - Ausblick

B. cepacia profitiert (erhohtes Ny, ) vom Abtéten von P. aeruginosa.

Hypothese zum Mechanismus:

Ceftazidim tétet P. aeruginosa — unverbrauchte, freiwerdende (Zelllyse)
Substrate  kénnen von B. cepacia, nicht von S. aureus, in zusétzliche
Zellzahl (Genoméquivalente) umgewandelt werden. Dies ist mdglich, da B.
cepacia gegen die eingesetzte Antibiotikakonzentration relativ (= 1x MHK)
unempfindlich ist.

P. aeruginosa wurde durch Ceftazidim effektiv abgetdtet (Time-lag = 1.1 h,
Ceftazidimkonz. ~ 18 x MHK, siene Tabele 4). Hinweise auf weitere
Wachstumsphase nach Antibiotikazugabe — vermutlich Resistenzbildung

Fazit:
« Speziesinteraktion beschrankt sich auf Substratkonkurrenz
« Die Mischkulturdynamik wird durch individuelle Spezieseigenschaften bestimmt
(Wachstumscharakteristik, Antibiotikaempfindlichkeit)

Offene Fragen

Welchen Einfluss hat die Startzusammensetzung der Mischkultur auf Wachstum
und die Reaktion auf einen Antibiotikapuls?
Welchen Einfluss hat die Antibiotikakonzentration? — weitere Experimente

Ausblick:

Weiterentwicklung der Modelle:
* Modellierung der 2. Wachstumsphase nach bestehenden Modellanséatzen [5, 6]
fur das Aktivieren von Resistenzmechanismen

 Einbeziehung des speziesspezifischen Substratverbrauchs
— daraus Entwicklung eines Chemostat-Modell

Experimentell:
Antibiotika-Pulsexperimente im Chemostat
— ermdglicht Beobachtung der Resistenzmechanismen anhand weiterer
Wachstumsphasen
— ermoglicht pharmacokinetische und pharmacodynamische Untersuchungen

Tabelle 4: Minimale Inhibierungskon-

Tabelle 3: Zeichenerklarung zentration

M [h1] Wachstumsrate (speziesspezifisch) MHK
keaz [0 Sterberate durch Ceftazidim Stamm [ng/mL]
N [ge-mL'] Genomégivalente (speziesspezifisch)

P. aeruginosa PAO1 2.0

Nimax,i  [0€-mL™]  max. Genomaquivalente (speziesspezifisch) -
s, -1 Reststandardabweichung B. cepacia DSM 7288 313
S. aureus ATCC 29213 15.6
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