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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pneumonie

Die Pneumonie ist definiert als Infektion der unteren Atemwege, die zu einer An-
sammlung von Sekret und Entzindungszellen in den Alveolen mit konsekutiver
Gasaustauschstorung fuhrt. Sie ist die siebthaufigste Todesursache in Deutsch-
land (Statistisches Bundesamt, Todesursachen 2007). Es werden nosokomiale
(Auftreten mindestens 48h nach stationarer Aufnahme oder innerhalb von zwei
Wochen nach Entlassung aus dem Krankenhaus) von ambulant erworbenen
Pneumonien unterschieden. Obwohl eine Vielzahl von Pathogenen eine Pneu-
monie auslosen kann, werden bei hospitalisierten Patienten mit ambulant erwor-
bener Pneumonie am haufigsten Bakterien nachgewiesen. Klassischerweise wur-
de friher die typische Lobarpneumonie mit plotzlichem Krankheitsbeginn, hohem
Fieber, produktivem Husten und Pneumokokken als Erreger von der atypischen
Pneumonie mit grippeahnlichen Symptomen und Nachweis von Chlamydien, My-
koplasmen oder Legionellen unterschieden (Lim et al, 2001; Welte et al, 2003;
Marrie et al, 2005).

Die 2005 erschienene S3-Leitlinie zu ambulant erworbenen tiefen Atemwegsinfek-
ten (Hoffken et al, 2005) empfiehlt zur Risikostratifizierung bei ambulant erworbe-
ner Pneumonie die Verwendung des CRB-65-Scores. Dieser besteht aus folgen-
den vier klinischen Variablen: Verwirrtheit (vorhanden=1 Punkt), Atemfrequenz (=
30=1 Punkt), diastolischer Blutdruck (<60mmHg=1 Punkt) oder systolischer Blut-
druck (<90mmHg=1 Punkt) und dem Alter (=65 Jahre). Bei einem CRB-65-Wert>0

sollte eine stationare Aufnahme erwogen werden.

FiUr die initiale kalkulierte Antibiotikatherapie bei hospitalisierten Patienten ohne
Pseudomonasrisiko (keine chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) im
Stadium 1V, keine Bronchiektasen, keine Mukoviszidose, keine Glukokortikoid-
therapie mit mehr als 10mg Prednisolonaquivalent, keine Aspiration, keine Vor-
therapie mit Breitspektrumantibiotika, keine Malnutrition) empfiehlt die S3-Leitlinie
ein Betalaktamantibiotikum (Aminopenicillin-Betalaktamaseinhibitor-Kombi-

nationen, Cephalosporine wie Ceftriaxon oder Carbapenem) mit oder ohne Kom-
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bination mit einem Makrolid (wie Azithromycin, Clarithromycin) oder ein Fluorchi-
nolon (wie Moxifloxacin, Levofloxacin) als Monotherapie. Eine verzdgerte erste
Antibiotikagabe, die spater als vier Stunden nach stationarer Aufnahme erfolgt,
fuhrt nach Daten aus Kohortenstudien zu einer erhohten Mortalitat. Ob dabei ein
kausaler Zusammenhang besteht oder die durch Komorbiditat erschwerte Diagno-
sestellung mit konsekutiv verzogertem Therapiebeginn im Vordergrund steht, ist
unklar (Waterer et al, 2006).

Die bronchoalveolare Lavage (BAL) ist die klassische Methode zur Gewinnung
von respiratorischem Material zur weiterfUhrenden mikrobiologischen und zytolo-
gischen Untersuchung. Fur wiederholte Messungen der Zellzusammensetzung hat
sich bei obstruktiven Atemwegserkrankungen das induzierte Sputum als nichtin-
vasive Untersuchungsmethode bewahrt (Pizzichini et al, 1996, Veen et al, 1996).

Die Induktion erfolgt durch Inhalation einer hypertonen Kochsalzlésung.

1.2 Chlamydia pneumoniae

Entwicklungszyklus

Chlamydia pneumoniae ist ein gramnegatives, obligat intrazellulares Bakterium.
Es handelt sich um einen Energieparasiten, der nicht in der Lage ist energiereiche
Phosphate wie Adenosintriphosphat (ATP) zu synthetisieren und somit auf den
Wirtsstoffwechsel angewiesen ist (Ward, 1995; Hammerschlag, 2000).

Das Genom der Chlamydien ist nach den Mykoplasmen das kleinste eines Proka-
ryonten. Chlamydien heben sich durch einen speziellen biphasischen Entwick-
lungszyklus von anderen intrazellularen Bakterien ab. Sie weisen dabei zwei Zu-
standsformen auf: das infektidse Elementarkdrperchen und das intrazellular ver-
mehrungsfahige Retikularkérperchen. Die Elementarkérperchen sind ca. 0,3um
grof® und typischerweise birnenférmig mit relativ starrer Zellwand. Nach Anlage-
rung an die Zielzelle wird das Elementarkorperchen endozytiert. Sechs bis neun
Stunden nach der Ingestion hat sich das Elementarkérperchen innerhalb eines

Endosoms in das Retikularkorperchen umgewandelt. Die Replikation des metabo-
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lisch aktiven ca. 1um grolRen Retikularkorperchens erfolgt durch eine binare Tei-
lung innerhalb des Chlamydieneinschlusses. Die Dauer des kompletten Entwick-
lungszyklus betragt 40-72 Stunden (Ward, 1995). Zielzellen sind neben respirato-
rischen Epithelzellen auch Alveolarmakrophagen, Fibroblasten, glatte Muskelzel-
len und Endothelzellen (Dalhoff et al, 2000; Grayston, 2000; Hammerschlag,
2000). Abb.1 stellt den Entwicklungszyklus von C. pneumoniae dar.

Elementarkérperchen

(@)
o @ @ Zielzelle
(@)
1
.‘-’::‘_- _____ S
7P g g
. \ )
NG/
\\\_\___/ //
_____ 2
5
4 3

Retikularkdrperchen

Abb.1: Entwicklungszyklus von C. pneumoniae: Elementarkdrperchen lagern sich an die Ziel-
zelle an (1). Nach 12 Stunden ist das Elementarkérperchen endozytiert (2) und innerhalb des
Chlamydieneinschlusses zum Retikularkérperchen differenziert (3). Es erfolgt die Replikation des
Retikularkérperchens durch binére Teilung und nach insgesamt ca. 48h die Differenzierung zuriick
zum Elementarkérperchen (4). 72 Stunden nach Anlagerung werden die infektiésen Elementarkér-

perchen nach Lyse der Zielzelle freigesetzt (5). (Modifiziert nach Beatty et al, 1994)

Wird die infizierte Wirtszelle durch Zytokine wie z.B. Interferon-gamma einem im-
munologischen Stress ausgesetzt, so erfolgt keine Redifferenzierung vom Retiku-
lar- zum Elementarkdrperchen. Folglich kommt es zu keiner Freisetzung mit Infek-
tion neuer Zellen sondern zur Persistenz. Die so persistierenden Chlamydien sind

nicht kulturell anzichtbar, sind aber vital und exprimieren bakterientypische Stoffe
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wie das Chlamydien-Hitzeschockprotein 60 (CHSP 60) und das Chlamydienlipo-
polysaccharid (CLPS) (Beatty et al, 1994; Gieffers et al, 2004).

Assoziierte akute Atemwegsinfekte

Seroepidemiologische Studien zeigen, dass die meisten C. pneumoniae Infektio-
nen asymptomatisch verlaufen (Miyashita et al, 2001). Zu den durch C. pneumo-
niae ausgelosten akuten Atemwegsinfekten gehdren Sinusitiden, Pharyngitiden,
Bronchitiden und Pneumonien. Kommt es zu einer Pneumonie, so verlauft diese
meist relativ mild mit subfebrilen Temperaturen, unproduktivem Husten und herd-
formigen, subsegmentalen Infiltraten im Rontgen Thorax (Grayston, 1989). Es sind
jedoch auch schwere Krankheitsverlaufe mit multilobaren oder disseminierten in-
terstitiellen Infiltraten beschrieben worden. Die durch C. pneumoniae hervorgeru-
fenen Pneumonien zahlen zu den so genannten atypischen Pneumonien. Im La-
bor zeigt sich ein Anstieg des systemischen Entzindungsparameters C-reaktives
Protein (CRP), bei erhdhten oder normalen Leukozytenzahlen (File et al, 1999;
Grayston, 2000; Miyashita et al, 2002).

Erregernachweis und Epidemiologie

In den letzten 15 Jahren wurde in verschiedenen Studien bei 0-44% der Er-
wachsenen und Kinder mit unterer Atemwegsinfektion C. pneumoniae als Patho-
gen nachgewiesen (Kumar und Hammerschlag, 2006). Die stark voneinander ab-
weichenden Ergebnisse zwischen den Studien erklaren sich unter anderem durch
die unterschiedlichen Nachweismethoden (Serologie, Polymerase chain reaction
(PCR) und Kultur). Die Serologie ist aufgrund der hohen Durchseuchungsrate von
asymptomatischen Patienten und der letztlich nur durch einen Titeranstieg mogli-
chen Differenzierung zwischen akuter und chronischer Infektion keine geeignete
Nachweismethode, wurde aber trotzdem bei einem Grof3teil der vorhandenen Stu-
dien zum Chlamydiennachweis verwendet. Dies gilt insbesondere im Erwachsen-
enalter, da Primarinfektionen mit positivem Immunglobulin M (IgM) Titer in dieser
Altersgruppe selten sind (Hammerschlag, 2000). Zusatzliche Schwachen der Se-
rologie sind die Abhangigkeit von der subjektiven Interpretation beim als Referenz-

test geltenden Mikroimmunfluoreszenztest, die Kreuzreaktivitdt mit anderen Chla-
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mydienspezies sowie erhebliche Intra- und Interobservervariabilitat (Bunk et al,
2008).

Die Chlamydienkultur ist aufgrund der schwierigen Anzucht und niedriger Sensiti-

vitat keine fur den klinischen Alltag geeignete Nachweismethode.

Hinsichtlich des Chlamydiennachweises mittels PCR existiert bisher keine interna-
tional validierte PCR. Trotzdem gilt die PCR zur Zeit als die sensitivste und spezi-
fischste Methode (Maass et al, 1998; Dowell S et al, 2001; Kuoppa et al, 2002),
mit der sich die Chlamydien auch im Sputum nachweisen lassen (Tong und Sillis,
1993). Eine positive PCR aus Nasopharynxabstrichen wird bei Lungengesunden
in ca. 1-2% gefunden (Gaydos et al, 1994; Miyashita et al, 2001).

Bei 80% der alteren Manner und 70% der alteren Frauen konnten serologisch C.
pneumoniae Antikdrper nachgewiesen werden (Kuo et al, 1995). Die Ansteckung
erfolgt Uber den Respirationstrakt. Der Mensch ist das einzige bekannte Erreger-
reservoir. Die Inkubationszeit betragt etwa 21 Tage. Endemische und epidemische
Haufungen von C. pneumoniae assoziierten Pneumonien sind beschrieben wor-
den (Miyashita et al, 2001; Kumar und Hammerschlag, 2007). Epidemien kommen
gelegentlich in Schulen, Altenheimen und unter Soldaten vor (Troy et al, 1997;
Grayston, 2000; Miyashita et al, 2001).

Die Antikorper sind langer als funf Jahre nach Erstinfektion nachweisbar. Haufig
kommt es zu Reinfektionen oder zur Erregerpersistenz. Persistierende Chlamy-
dien durchlaufen nicht den normalen Entwicklungszyklus. Die Einschlusse sind
kleiner, enthalten aber deutlich groRere Retikularkérperchen. Die Persistenz ist
dabei mit einer Anderung des Erregerstoffwechsels und der Expression von Ober-
flachenproteinen assoziiert, wodurch die Empfindlichkeit gegen Antiinfektiva redu-
ziert wird (Gieffers et al, 2004a).

Gegen Elementarkdrperchen sind Antibiotika primar aufgrund deren metabolischer
Inaktivitat wirkungslos. C. pneumoniae ist in vitro gegenuber Makroliden, Tetra-
zyklinen, Fluorchinolonen und Rifampicin sensibel (Gieffers et al, 1998; Blasi,

2004). In einer 2004 von Gieffers, Rupp et al durchgefuhrten Untersuchung konnte

10
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in vitro gezeigt werden, dass subinhibitorische Konzentrationen von Ciprofloxacin,
Rifampicin, Doxycyclin und Erythromycin, wie sie zu Beginn der Therapie auftreten
kénnen, zu einer Persistenz der Chlamydien fuhrten. Nach Beendigung der Anti-
biotikagabe kam es zu einer erneuten Bildung von infektiosen Elementarkorper-
chen, so dass eine insuffiziente Initialtherapie zu Therapieversagen fuhren kdnnte
(Gieffers et al, 2004a).

Kardiovaskulare Erkrankungen

Seit der Erstbeschreibung durch Grayston et al. 1986 wurde Chlamydia pneumo-
niae mit verschiedenen chronischen pulmonalen und kardiovaskularen Erkrankun-
gen in Zusammenhang gebracht (Gieffers et al, 2001). Die Pathogenese wurde
auf die durch die Chlamydien hervorgerufene intrazellulare Infektion mit konseku-

tiven chronischen Inflammationsprozessen zurickgefihrt.

Hinsichtlich kardiovaskularer Erkrankungen zeigte 1988 eine erste Studie, dass
Patienten mit koronarer Herzerkrankung haufiger Antikdrper gegen C. pneumoni-
ae aufwiesen als die Kontrollgruppe (Saikku et al, 1988). Im weiteren Verlauf wur-
de C. pneumoniae elektronenmikroskopisch, kulturell und mittels PCR in arthe-
rosklerotischen Plaques nachgewiesen (leven und Hoymanns, 2005). Rupp et al
konnten 2005 im Tierversuch zeigen, dass eine Injektion von Chlamydia pneumo-
niae infizierten Monozyten in die Blutbahn zu einer vermehrten Bildung des angio-
genetischen Transkriptionsfaktors Egr-1 in den Arterien fuhrt. Egr-1 induziert eine

Proliferation der glatten Muskelzellen in der GefaRwand (Rupp et al, 2005).

Ob wirklich ein kausaler Zusammenhang zwischen der koronaren Herzerkrankung
und einer C. pneumoniae Infektion besteht, bleibt zweifelhaft (Bloemenkamp et al,
2003). Gesichert scheint jedoch, dass eine prophylaktische chlamydienwirksame
Antibiotikatherapie das Auftreten von akuten kardialen Ischamien nicht reduziert
(Muhlestein et al, 2000; O’Connor et al, 2003).

11
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Chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen

Bereits 1991 wurde erstmalig von Hahn et al bei vier Patienten die Entstehung
eines Asthmas nach C. pneumoniae Infektion der unteren Atemwege und bei wei-
teren vier Patienten eine Exazerbation eines vorbestehenden Asthmas beschrie-
ben. In einer daraufhin durchgeflihrten prospektiven Studie wurde bei Patienten
mit neu aufgetretener obstruktiver Atemwegserkrankung im Vergleich zu einem
lungengesunden Kontrollkollektiv ein signifikant erhohtes IgA gegen C. pneu-

moniae nachgewiesen (Hahn et al, 1995).

Eine 2005 von Johnston und Martin veroffentlichte Metaanalyse der Studien zur
Assoziation zwischen einer C. pneumoniae Infektion mit konsekutiver Entwicklung
einer chronischen obstruktiven Atemwegserkrankung zeigte, dass von den insge-
samt sechs veroffentlichten Studien drei fir und drei gegen einen Zusammen-
hang sprechen. In allen durchgefuhrten Studien erfolgte die Chlamydiendiagnostik
anhand der Serologie. Prospektive Studien zur Entwicklung einer obstruktiven

Ventilationsstorung nach mittels PCR gesicherter C. pneumoniae Infektion fehlen.

Von Black, Scicchitano et al konnte eine inverse Korrelation zwischen der Hohe
der IgG- und/oder IgA-Titer in der C. pneumoniae Serologie und dem forcierten
exspiratorischen Volumen in einer Sekunde (FEV-1) bei Asthmatikern dokumen-
tiert werden (Black et al, 2000). Das Ausmal} der Reduktion der FEV-1 gilt als ei-
ner der Indikatoren fur den Schweregrad einer obstruktiven Atemwegserkrankung
(Pellegrino et al, 2005).

Eine sechswochige chlamydienwirksame antibiotische Behandlung mit Roxithro-
mycin fuhrte in einer Placebo-kontrollierten Studie bei Asthmatikern mit serologi-
schem C. pneumoniae Nachweis zu einer Verbesserung der asthmatischen Symp-
tome wahrend der Behandlung. Drei und sechs Monate nach Beendigung der
Therapie konnte kein Benefit mehr durch die antibiotische Therapie dokumentiert
werden (Black et al, 2001). Ob der ausgebliebene Langzeiteffekt mit einer fehlen-
den Eradikation der Chlamydien im Zusammenhang steht, wurde in dieser Studie
nicht untersucht. 2006 wurde eine weitere Placebo-kontrollierte Studie mit zehnta-

giger Telithromycintherapie bei akuter Exazerbation des Asthma bronchiale

12
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durchgefuhrt. Telithromycin gehort in die Antibiotikagruppe der Ketolide, die struk-
turell mit den Makroliden verwandt sind. Die Studie zeigte, dass die Telithromy-
cintherapie zu einer im Vergleich zur Placebogruppe signifikanten Besserung der
Symptome und der Lungenfunktion fuhrte. Die Verbesserung der Lungenfunktion
in der Telithromycingruppe war unabhangig davon, ob C. pneumoniae im Rahmen
der Exazerbation nachgewiesen wurde oder nicht (Johnston et al, 2006). Ahnliche
Studienergebnisse wurden mit Clarithromycin erzielt (Kraft et al, 2002; Kostadima
et al, 2004). Ob die antibiotische Wirkung die entscheidende Rolle bei der Verbes-
serung der Asthmasymptomatik bzw. der Lungenfunktion spielt oder ob die an-
tiinflammatorische und immunmodulatorische Wirkung der Makrolide (Miyatake et
al, 1991) z.B. durch Unterdriickung der Zytokin- und Sauerstoffradikalproduktion
im Vordergrund steht, bleibt unklar.

Pathomechanismus der chlamydieninduzierten Entziindung

Ein moglicher Pathomechanismus bei der Entstehung der obstruktiven Atem-
wegserkrankung durch eine Chlamydieninfektion kénnte so ablaufen:

Durch die bakterielle Infektion der Bronchialepithelzellen und Alveolarmakropha-
gen werden von diesen proinflammatorische Zytokine als erster lokaler Abwehr-
mechanismus freigesetzt. Zu den Zytokinen, deren Sekretion durch C. pneumo-
niae induziert wird, gehdren u.a. Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8, Tumornekrosefak-
tor-a (TNF-a), TNF-B und NF-kB (Nuclear factor- kB) (Toews, 2001; Yang et al,
2003). In vitro konnte gezeigt werden, dass die Konzentration an freigesetztem IL-
18 und IL-8 durch mit C. pneumoniae infizierte Alveolarmakrophagen mit der An-
zahl der endozytierten Elementarkdrperchen korreliert. Trotz der freigesetzten Zy-
tokine konnte Uber mehrere Tage eine weitere Replikation der Chlamydien be-
obachtet werden (Redecke et al, 1998).

Grundsatzlich werden pro- und antiinflammatorische Zytokine unterschieden, de-
ren Gleichgewicht zur Vermeidung UberschieRender Inflammationsreaktionen mit
konsekutiver Gewebeschadigung beitragt. IL-1 ist neben TNF-a eines der Schlis-
selzytokine der fruhen inflammatorischen Reaktion. Sie sind in der Lage nahezu
alle Zellen des alveolokapillaren Systems und der Atemwege in den Inflammati-

onsprozess einzubeziehen. IL-1B wird unter anderem in Alveolarmakrophagen als
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Sofortreaktion auf einen mikrobiologischen Stimulus gebildet (Toews, 2001). Es
induziert die Bildung weiterer Zytokine (z.B. IL-8) und flhrt zu einer Rekrutierung
von Neutrophilen und zu einer Leukozytose durch Freisetzung von Leukozyten
aus dem Knochenmark. IL-1B wirkt pyrogen und induziert eine Fibroblastenprolife-
ration sowie eine gesteigerte Kollagen- und Fibronectinsynthese. Der antiinflam-
matorische Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL-1RA) gilt als Gegenspieler des IL-
18, in dem er kompetitiv an den IL-1-Rezeptor bindet ohne ein zellulares Signal
auszulosen (Kolling et al, 2001). In mit C. pneumoniae infizierten Alveolar-
makrophagen von COPD-Patienten konnte in vitro eine Imbalance zwischen IL-13
und IL-1RA zugunsten des proinflammatorischen Zytokins gezeigt werden (Rupp
et al, 2003).

Die IL-8-Bildung in pulmonalen Fibroblasten, Bronchialepithelzellen, Endothelzel-
len und Pleuramesothelzellen wird unter anderem durch IL-18 induziert. Die wich-
tigste Eigenschaft des IL-8 besteht in der Rekrutierung und Aktivierung von
Neutrophilen. Zusatzlich fuhrt es zu einem Anstieg der zirkulierenden Neutrophilen
durch eine Beschleunigung der Zellreifung und zu einer Chemotaxis von CD8-T-
Lymphozyten (Chung, 2001). Im induzierten Sputum von COPD-Patienten konn-
ten unter anderem erhdhte Konzentrationen von IL-1B8 und IL-8 nachgewiesen

werden. Rauchen steigert die Konzentration dieser Zytokine (Chung, 2001).

Pulmonal rekrutierte Neutrophile und residente Immunzellen setzen im Rahmen
des Entziindungsprozesses Matrixmetalloproteinasen (MMP) frei. Diese fuhren zu
einem Abbau der Matrix im Interstitium und in den Alveolen und folglich zu einer
Gewebeschadigung. MMP werden auch in Epithelzellen gebildet. Bei Asthma
bronchiale werden sie fur das Remodelling der glatten Muskulatur der Atemwege
verantwortlich gemacht (Rddel et al, 2003).

Abb.2 stellt die Interaktion der Zytokine und der Zellen im Rahmen der C. pneu-

moniae Infektion dar.
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Chlamydia pneumoniae ANemarmakmphage

Neutrophiler
\ IL- 1B IL-8 Granulozyt

TNF -a
Bronchialepithel

(%
€ - ¢

T-Lymphozyt \ MMP, TIMP

IL-8, Proteasen,

MMP
Endothel _ \

Gewebeschadigung
Remodelling
Hypersekretion

Abb.2: Interaktion der Zellen und der Zytokine (IL-18 und IL-8) und MMP wéhrend der Chla-
mydia pneumoniae Infektion, die bei liberschiellender oder chronischer Inflammation zu Gewebe-
schéadigung, Remodelling und Hypersekretion flihren kann. Die antiinflammatorischen Zytokine
sind nicht mit abgebildet (modifiziert nach Chung, 2001).
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1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, Charakteristika der Chlamydia pneumoniae Pneumonie

im Vergleich mit Pneumokokkenpneumonien zu evaluieren. Insbesondere wurde

Wert darauf gelegt,

Unterschiede hinsichtlich epidemiologischer Daten und Vorerkrankungen

der Patienten zu ermitteln.

zum Zeitpunkt der akuten Pneumonie die Gruppen bezuglich systemischer

Entzindungsparameter zu vergleichen.

die Persistenzrate der Chlamydien uber 6 Monate nach akuter Pneumonie

mit Chlamydia pneumoniae zu erfassen.

Unterschiede hinsichtlich des klinischen Verlaufs Gber 6 Monate zu ermit-

teln.

uber einen Zeitraum von 6 Monaten die Lungenfunktionen longitudinal hin-
sichtlich der Entwicklung obstruktiver Lungenerkrankungen zwischen die-

sen Patientengruppen zu vergleichen.

Longitudinal Unterschiede der bronchopulmonalen Inflammation anhand
der Konzentration von Entzindungsmediatoren (IL-1pB, IL-1RA, IL-8, MMP-
2, MMP-9 und TIMP-1) im Sputumuberstand zu evaluieren. Hierzu waren
Vorversuche notwendig, da die verwendeten kommerziellen Enzyme linked
immuno sorbent assay (ELISA) hinsichtlich Reproduzierbarkeit, Prazision

und Validitat der Zytokinmessung im Sputum nicht etabliert waren.
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2. Material und Methoden

2.1 Alilgemeines

Studienaufbau

Diese Studie wurde als klinisches Teilprojekt im Rahmen des Kompetenznetzwer-
kes CAPNETZ, einer Kohorte zur Evaluation von Epidemiologie, Diagnostik und
Therapie ambulant erworbener Pneumonien, durchgefuhrt. In diesem vom Bun-
desministerium fur Bildung und Forschung geférderten Netzwerk werden seit 2001
deutschlandweit in zehn lokalen klinischen Zentren ambulante und stationare Pa-
tienten mit ambulant erworbener Pneumonie rekrutiert, um zuverlassige nationale
Daten zum Erregerspektrum, zur Resistenzsituation und zum Verlauf der Erkran-

kung zu erheben.

In unsere Studie wurden Patienten mit der Diagnose ambulant erworbene Pneu-
monie (CAP) oder Infektion der unteren Luftwege (LRTI) mit neu aufgetretenem
Infiltrat im Thoraxrontgenbild und/oder eindeutiger Klinik (Husten, purulenter Aus-
wurf, positiver Auskultationsbefund und Fieber) und positivem PCR-Nachweis von
C. pneumoniae im Sputum, BAL oder Absaugung eingeschlossen. Als Vergleichs-
kollektiv wurden wahrend des gleichen Zeitraums Patienten mit ambulant erwor-
bener Pneumokokkeninfektion rekrutiert. Als Ausschlusskriterien galten ein Alter
<18 Jahren, ein stationarer Aufenthalt oder eine Chemotherapie innerhalb der vor-
angegangenen vier Wochen, sowie eine Immunsuppression, eine HIV-Infektion

und eine floride Tuberkulose.

Neben der Anamnese, dem klinischen Untersuchungsbefund und systemischen
Entzindungsparametern (Korpertemperatur, CRP und Leukozytenzahl im periphe-
ren Blutbild) wurde ein Lungenfunktionstest durchgeflhrt. Zusatzlich wurde ein
spontanes oder induziertes Sputum mikrobiologisch und immunologisch unter-
sucht und zur weiteren Erregerdiagnostik eine Chlamydien-PCR aus den Monozy-
ten im EDTA-Blut angefertigt. Falls aus medizinischer Sicht eine Bronchoskopie
indiziert war, wurde alternativ zum Sputum eine BAL und/oder bronchiale Absau-

gung durchgefuhrt.
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Der Studienplan sah bei allen Patienten an den Tagen 30, 90 und 180 nach akuter
Infektion Kontrollen des klinischen Befundes, der Lungenfunktion, der PCR aus

dem EDTA-BIlut sowie der mikrobiologischen und immunologischen Untersuchun-

gen aus dem Sputum vor (siehe Abb.3).

Ambulante Hospitalisierte
Patienten mit Patienten mit
Diagnose Diagnose
CAP/LRTI CAP/LRTI

A

Mikrobiologische Diagnostik:

- Chlamydien-PCR

- Pneumokokken-Ag im Urin
- Blut- und Sputumkultur

\/
/] - C.pneumoniae- —
Studienausschluss ~ { negatv Infektion positiv Studieneinschluss

S.pneumoniae-
Infektion

Mikrobiologische/ zellbio- Tag 0, 30, 90, 180:
logische Diagnostik: - klinische Untersuchung
Chlamydien-PCR: - Lungenfunktionspriifung

- Sputum — - Probengewinnung
- Monozyten o Sputum/BAL
Zytokine im Sputum o Monozyten
Abb.3: Flussschema des Studienplans. Ag=Antigen, BAL=Bronchoalveoldre Lavage,

CAP=ambulant erworbene Pneumonie, LRTI=Infektion der unteren Atemwege, PCR=Polymerase

Chain Reaction

Erhebung der klinischen Befunde

Zu den Nachuntersuchungsterminen wurden die Patienten nach Fieber, Husten,
Auswurf, Dyspnoe und Therapiewechsel bzw. erneuter Antibiotikatherapie seit der
letzten Untersuchung befragt und der entsprechende Dokumentationsbogen (s.
Anhang) ausgefullt. Persistierender oder im Verlauf erneut aufgetretener Husten
mit Auswurf bzw. Therapiewechsel oder im Verlauf erneut erforderliche Antibioti-

katherapie wurden als Endpunkte fur einen protrahierten Verlauf gewertet.
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2.2 Sputumproben

Gewinnung

Die Sputumgewinnung erfolgte spontan oder falls dies nicht moglich war nach
zehn-minutiger Inhalation mit 3%iger Natriumchlorid (NaCl)-Lésung. Die Patienten
wurden angewiesen vor der Expektoration ihren Mund mit Wasser auszuspdulen.
Die erste Portion wurde wegen hoher Kontamination mit Rachenflora verworfen,
das restliche Material in verschlieBbare Polypropylen-Réhrchen (Fa. Sarstedt, 50
ml) aufgenommen. Die Proben wurden bei +2 bis +8°C gelagert bis die weitere

Verarbeitung innerhalb von maximal vier Stunden stattfand.

Erstellung von Zytospins und Uberstandgewinnung

Das Sputum wurde 1:1 mit 0,1%igem DL-Dithiothreitol (DTT, Fa. Sigma, D-0632),
das zuvor mit Phosphatpuffer (PBS, Fa. GIBCO, 14190-094) angesetzt wurde,
verdunnt. Nach kurzem Mixen auf einem Vortex-Mixer (Fa. PHARMA, MS1 Mini-
shaker) wurden die Proben bei 1100 Umdrehungen/Minute far 10 Minuten zentri-
fugiert (Fa. Kendro, Heraeus Sepatech). AnschlieBend wurde der Uberstand ab-
genommen, erneut zentrifugiert und in 120ul-Portionen in Eppendorfgefalie gefullt.
Die Uberstande wurden dann sofort bei -20° eingefroren und innerhalb von sieben

Tagen bei -70°C ohne Unterbrechung der Gefrierkette weiter gelagert.

Das Zellpellet wurde zum Entfernen von DTT-Resten erneut zentrifugiert (1100
Umdrehungen/Minute, 10 Minuten) und auf 2-10ml mit PBS resuspendiert. Die
Zellzahl wurde anhand einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt, so dass die Erstel-
lung standardisierter Zytospins mit 50000 Zellen pro Objekttrager moglich war. Die
Zellen wurden auf die vorbereiteten Zytotrager (Fa. Menzel 8037/1), mithilfe von
Zytofunnel (Fa. Shandon 5991040) und Filtercards (Fa. Shandon 190005) durch
5-minltiges Zentrifugieren (Fa. Shandon, Cytospin 3) bei 700 Umdrehungen/min.
aufgetragen. Die Vitalitdt der Zellen wurde mit Trypan-Blau 0,4% (Fa. Sigma
T8154) bestimmt, wobei das Zytoplasma und/oder der Zellkern avitaler Zellen an-

gefarbt wird.
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Nach Gram- und May-Grunwald-Farbung (Eosin-Methylenblau-Lésung, Fa. Merck,
Azur-Eosin-Ethylenblau-L6ésung, Fa. Merck) der Zytospins erfolgte eine Zelldiffe-
renzierung mit Hilfe von Olimmersion bei einer 630fachen mikroskopischen Ver-
grolRerung (Fa. Zeiss). Ausgewertet wurden die Anzahl der Plattenepithelien, die
prozentuale Zellverteilung (der Makrophagen, Neutrophilen, Lymphozyten, Ba-
sophilen, Eosinophilen) und der Kohlepigment-Gehalt sowie das Vorhandensein

von grampositiven und gramnegativen Bakterien.

2.3 Erregernachweis

Die C. pneumoniae Detektion sowie alle weiteren mikrobiologischen Untersuchun-
gen erfolgten im Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universi-
tatsklinikums Lubeck. Die Proben wurden nach der Entnahme umgehend in die

Mikrobiologie transportiert.

Die C. pneumoniae Diagnostik erfolgte mittels einer nested PCR aus dem Sputum
und den Monozyten im EDTA-Blut (Maass und Dalhoff, 1994; Boman et al, 1999;
Dowell et al, 2001). Bei der nested PCR wird die Amplifizierung in zwei Schritten
mit zwei verschiedenen Primern nacheinander durchgefuhrt. Hierbei wurde die
extrahierte DNA zunachst unter Verwendung eines HL-1/HR-1-Primers mit einer
438bp C. pneumoniae-Zielsequenz und anschliefend unter Verwendung eines In-
1(5- AGT TGA GCA TAT TCG TGA GG-3’) und In-2 (5°-TTT ATT TCC GTG TCG
TCC AG-3’) mit einem 128bp-Produkt amplifiziert.

Das Pneumokokkenantigen im Urin wurde mit dem Binax NOW® Test durchge-

fuhrt, der als spezifischer Test zur Diagnostik einer Pneumokokkenpneumonie gilt
(Marcos et al, 2003).
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2.4 Zytokine

Vorversuche IL-18

Da die kommerziell erhaltlichen ELISA nur fur die quantitative Bestimmung von IL-
1B8-Konzentrationen in Zellkulturiberstanden, Serum und Plasma zugelassen sind,
musste zunachst geklart werden, ob eine Messung in Sputumuberstanden zu re-
produzierbaren Ergebnissen fuhrt. Hierzu wurde zunachst die IL-1B-Konzentration
in zwei Versuchssputen in unterschiedlicher Verdiinnung mit PBS gemessen (sie-
he Tab.1). In einem zweiten Schritt wurde zuerst PBS und anschliefend dem Spu-
tumuiberstand eine definierte Menge an rekombinanten IL-18 (Fa. R&D, 201-LB)
hinzugefigt und anschlielend erneut die IL-1B-Konzentration gemessen, um die

Wiederfindungsrate zu bestimmen.

AbschlieRend wurde untersucht, ob das bei der Aufarbeitung des Sputums ver-
wendete 0,1%ige DTT die ELISA-Messungen beeinflusst. Hierzu wurde in einer
Vorversuchsreihe PBS mit DTT versetzt und anschlielend nach Hinzufigen einer
definierten Menge an rekombinanten IL-1B die IL-1B-Konzentration gemessen. In
einer zweiten Versuchsreihe wurden die Capture-Antikorper in den Wells fur 30
min. mit 200ul 0,1%igen DTT inkubiert und anschlieRend nach Auswaschen des
DTT die Konzentration in der mit rekombinanten IL-13 versetzten PBS-Lo6sung

gemessen.

Die Vorversuche wurden parallel mit zwei verschiedenen ELISA (Quantikine, Fa.
R&D Systems, DLB50 und Human IL-18, Fa. Biosource, KHC 0011) durchgeflhrt,
um diese hinsichtlich ihrer Ergebnisse vergleichen und den fir Sputumuberstand

besser geeigneten Test auswahlen zu konnen.

Im weiteren Verlauf wird der ELISA der Firma Biosource als ELISA 1 und der
ELISA der Firma R&D als ELISA 2 bezeichnet.
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Tab.1: IL-1B-Konzentration in pg/ml im Sputumiiberstand gemessen mit einem ELISA der Fir-
ma Biosource (ELISA 1) und einem ELISA der Firma R&D (ELISA 2) im Vergleich. Im Sputum 1

waren die Konzentrationswerte fiir IL- 13 bei der Messung mit dem ELISA 2 oberhalb des Messbe-

reichs. Die Ergebnisse wurden bei Abweichungen unter 10% als reproduzierbar angesehen.

Verdiinnung ELISA 1 ELISA 1 ELISA 2 ELISA 2
IL-1B8 in pg/ml | IL-1B in pg/ml | IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml
Sputum 1 Sputum 2 Sputum 1 Sputum 2
x2 25 401
x4 34 401
x8 1586 50 432
x16 1380 90 442
x32 1257 151 439
x64 1235 307 523

Wiederfindungsrate des hinzugefiigten IL-18

Vor der Messung der Wiederfindungsrate des dem Sputum hinzugeflugten rekom-

binanten IL-18 mufte zunachst untersucht werden, ob die beiden ELISA das ver-

wendete IL-1p erkennen. Hierzu wurde PBS mit 500pg (siehe Abb.4), bzw.

10000pg (siehe Abb.5) versetzt und anschliefend die IL-1B-Konzentration in ver-

schiedenen Verdinnungen gemessen.

700

600 -
500

400

9

2 300 |
200 |
100

X2

x4

x8

x16 x32

Verdiinnung

x64

—a—FELISA 1 PBS+500pg - -a- - ELISA 2 PBS+500pg

Abb.4: Gemessene IL-1B3-Konzentration in pg/ml des mit 500pg rekombinanten IL-1 versetzten

PBS mit dem ELISA 1 und dem ELISA 2. Es wurde die jeweiligen Konzentrationen in einem Ver-

diinnungsbereich von 1:2 bis 1:64 gemessen.
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Abb.5: Gemessene IL-1B3-Konzentration in pg/ml des mit 10000pg rekombinanten IL-13 versetz-
ten PBS mit dem ELISA 1 und dem ELISA 2. Aufgrund der hohen IL-13-Konzentrationen nach
Hinzufiigen von 10000pg wurde ein Verdiinnungsbereich von 1:80 bis 1:1280 gewéhit.

AnschlieRend wurde den Sputumilberstanden aus Tabelle 1 jeweils 500pg bzw.

10000pg des rekombinanten IL-1B hinzugefligt und dann die IL-1B-Konzentration

(siehe Tab.2 und Tab.4) gemessen.

Tab.2: IL-1B-Konzentration in pg/ml im Sputumiiberstand nach Zugabe von 500pg rekombi-
nanten IL-1(B in einer Verdlinnungsreihe von 1:2 bis 1:64 mit dem ELISA 1 und dem ELISA 2 im
Vergleich. Die IL-1B-Konzentration im Sputum 1 liegt gemessen mit dem R&D-ELISA oberhalb des

MeRBbereichs.
Verdiinnung ELISA 1 ELISA 1 ELISA 2 ELISA 2
IL-1B in pg/mi IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml
Sputum 1+500pg | Sputum 2+500pg | Sputum 1+500pg | Sputum 2+500pg

x2 272

x4 341 828
x8 1690 368 787
x16 1773 405 886
x32 492 930
x64 785 1161

23




2. Material und Methoden

Rechnerisch ergeben sich die Gesamtkonzentrationen an IL-13 aus der Summe
der hinzugeflgten 500pg und dem urspringlich im Sputum vorhandenem IL-13

(siehe Tab.3).

Tab.3: Vergleich der errechneten und gemessenen IL-1B-Menge (Uberstand+500pg IL-1B) in
pg/ml im mit 500pg IL-18 versetztem Sputumliberstand. Verwendet wurde jeweils der errechnete
Mittelwert aus den Konzentrationen in den verschiedenen Verdiinnungsbereichen. Fiir Sputum 1
mit ELISA 2 gemessen konnten keine Werte errechnet werden, da die IL-13-Konzentration aul3er-
halb des oberen Messbereichs lag. Die Abweichung der gemessenen Konzentration von der erwar-

teten errechneten Konzentration ist als absoluter Wert in pg/ml und in % angegeben.

Errechnete IL-18 | Gemessene IL-18
Konzentration in Konzentration in Differenz
pg/mli pg/mi
ELISA1 | Sputum 1 1865 1731,5 -133,5 pg/ml (7%)
ELISA1 | Sputum 2 609,5 4438 -165,7 pg/ml (27%)
ELISA2 | Sputum 1
ELISA2 | Sputum 2 939,7 918,4 -21,3 pg/ml (2%)

Tab.4: IL-1B3-Konzentration in pg/ml im Sputum nach Hinzufiigen von 10000pg rekombinanten
IL-18 in einer Verdiinnungsreihe von 1:20 bis 1:1280. Die héhere Verdiinnung musste aufgrund der
hohen hinzugefiigten IL-1B8-Menge gewéhlt werden. Die hohen Konzentrationen im Sputum 1 mit

ELISA 2 konnten aufgrund der héheren Verdiinnungen bis 1:1280 gemessen werden.

Verdiinnung ELISA 1 ELISA 1 ELISA 2 ELISA 2
IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml IL-1B in pg/ml
Sputum 1 Sputum 2 Sputum 1 Sputum 2
+10000pg +10000pg +10000pg +10000pg
x 20 4994
x40 6542 5421 9349
x80 6900 6006 9871
x160 7171 6388 24473 10079
x320 8365 7778 24405 11111
x640 11847 10287 24758 10501
x1280 16656 16415 28973 12525

Die Differenz zwischen errechneter Gesamtkonzentration und gemessener Kon-

zentration stellten sich wie in Tabelle 5 abgebildet dar.
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Tab.5: Vergleich der errechneten und gemessenen IL-1B-Konzentration (Uberstand+10000pg
IL-1B) in pg/ml im mit 10000pg IL-18 versetztem Sputumiiberstand. Verwendet wurde jeweils der
errechnete Mittelwert aus den Konzentrationen in den verschiedenen Verdinnungsbereichen. Die
Abweichung der gemessenen Konzentration von der erwarteten errechneten Konzentration ist als

absoluter Wert in pg/ml und in % angegeben.

Errechnete IL-18 Gemessene IL-1B
Konzentration in Konzentration in Differenz
pg/mi pg/ml
ELISA 1 Sputum 1 11365 9580 -1785 pg/ml (16%)
ELISA 1 Sputum 2 10110 8184 -1926 pg/ml (19%)
ELISA 2 Sputum 1
ELISA 2 Sputum 2 10439 10528 -89 pg/ml (0,9%)

Untersuchung des Einflusses von Dithiotreitol

Neben den Wiederfindungsversuchen mussten zusatzliche Vorversuche durchge-
fuhrt werden, um den Einfluss des bei der Sputumaufbereitung verwendeten
0,1%igen DTT zu untersuchen. Hierzu wurde vor Durchfuhrung der ELISA zum
Standard 100ul DTT hinzugefugt und anschlieRend die Wiederfindungsrate des
dem Standard hinzugefugten 250pg rekombinanten IL-13 gemessen (siehe
Tab.6). Alle Versuche wurden mit bis zu sechs Verdunnungen parallel durchge-
fuhrt.

Tab.6: Gemessene IL-1B-Konzentration in pg/ml im mit 250pg rekombinanten IL-18 versetz-
ten Standard ohne* und nach** Hinzufiigen von DTT. Gemessen wurde in einer Verdiinnungs-
reihe von unverdiinnt bis zu einer Verdiinnung von 1:64. Die Abweichung der gemessenen IL-13-

Konzentrationen zwischen dem Standard und dem mit DTT versetzten Standard ist in % angege-

ben.
Verdinnung| ELISA 1 ELISA 1 ELISA 2 ELISA 2
250pg* +DTT* Differenz 250pg * +DTT™ Differenz
IL-1B in pg/ml | IL-18 in pg/ml in % IL-1B in pg/ml | IL-1B in pg/ml in %

x1 255 123 51,8 255
x2 239 137 42,7 249 218 12,4
x4 264 137 48 255 196 23,1
x8 251 154 38,6 261 112 57,1
x16 253 189 25,3 249 152 39,0
x32 246 263 6,9 254 195 23,2
x64 243 508 109 242
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Um aulerdem eine mdgliche Auswirkung des DTT auf die verwendeten Capture-
Antikorper in den Wells der Mikrotiterplatte zu untersuchen, wurden diese flr
30min. mit 200ul 0,1% DTT/Vertiefung inkubiert. Das DTT wurde vor Durchfiihrung
der ELISA wieder ausgewaschen. Anschliellend wurde der Standard erneut mit
250pg rekombinanten IL-1 versetzt und die IL-1B3-Konzentration gemessen (siehe
Tab.7).

Tab.7: Gemessene IL-1B3-Konzentration in pg/ml im mit 250pg rekombinanten IL-1(8 versetzten
Standard ohne* und nach** zeitweisen Hinzufligen von 200ul DTT zu den Capture-Antikérpern
(=CaptAk) in den Wells. Gemessen wurde in einer Verdlnnungsreihe von unverdiinnt bis zu einer
Verdiinnung von 1:64. Der Versuch wurde mit dem ELISA 1 und dem ELISA 2 parallel ausgefiihrt.
Die Abweichung der Konzentrationswerte nach Beschichtung der Capture-Antikérper mit DTT ist in

% angegeben.

Verdiinnung | ELISA 1 | ELISA 1 ELISA 2 | ELISA 2
CaptAK* | +DTT™ : CaptAK* | +DTT™ )
i Bin | IL-1pin |APWeichung i Bin | IL-1gin | AbWeichung
pg/ml pg/ml ke pg/ml pg/ml ke
X1 255 255 205 196
X2 239 273 140 249 213 14,6
xa 264 308 16,7 255 201 21,2
X8 251 340 35,5 261 202 22,6
x16 253 397 56,9 249 227 8.8
x32 246 533 1167 254 184 27,6
x64 243 881 262.6 242 252 41

Das DTT fuhrte nach Hinzufigen zu den Capture-Antikérpern vor allem beim
ELISA 1 zu sehr stark veranderten Ergebnissen, so dass unter Zusammenschau
aller Ergebnisse flr die Versuche der ELISA 2 verwendet wurde. Da das DTT far
die Aufbereitung des Sputums bendtigt wurde und es zu erwarten ist, dass die
Auswirkung auf die Konzentrationswerte bei allen untersuchten Sputen gleichsin-
nig ist, wurde der Einfluss des DTT auf die Testergebnisse im Weiteren vernach-

lassigt.
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Messung IL-1B

Die Auswertung der Vorversuche fuhrte dazu, dass die IL-1B3-Konzentration mit
dem kommerziell erhaltlichen Sandwich ELISA Quantikine der Firma R&D Sys-
tems (DLB50) bestimmt wurde.
Verwendete Reagenzien:
e |L-1B-Standard (Part 890041: 1,25ng of recombinant human IL-1( in a buff-
ered protein base with preservative)
e |L-1B-Mikroplatte (Part 890039: 96 well polysterene microplate coated with
a murine monoclonal antibody against IL-1p3)
e Waschpuffer (Part 895009: buffered surfactant with preservative)
e |L-1B-Konjugat (Part 890040: polyclonal antibody against IL-13 conjugated
to horseradish peroxidase)
e Colour Reagent A (Part 895000: stabilized hydrogen peroxide)
e Colour Reagent B (Part 895001: stabilized chromogen)
e Substratldsung (1:1 Mischung aus Colour Reagent A und B)
e Stoplosung (Part 895032: 2N sulfuric acid)

Der Sputumuberstand wurde aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche 1:4 mit
PBS verdinnt. Es wurden 200ul des verdinnten Sputumuiberstandes, bzw. 200ul
IL-1B-Standard in die Wells auf einer mit monoklonalem Antikdrper gegen IL-13
beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckten Platten inkubierten an-
schlieBend fur zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer erfolgte die Zugabe von 200yl IL-1B-Konjugat in jedes Well mit
anschlieendem erneuten zweistundigen Inkubieren und folgenden Waschen. Es
wurden dann 200ul der Substratldsung hinzugefligt. Die Inkubation erfolgte Uber
20 Minuten lichtgeschutzt bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde dann mit
100ul Stoplosung beendet. Die Extinktion wurde innerhalb von zwei Stunden bei
450nm gemessen (Photometer Autolumat, Fa. Berthold, LB 935) und die Ergeb-
nisse anhand der Standardkurve ermittelt. Fir jeden Uberstand wurden Doppel-
messungen durchgeflhrt. Bei Ergebnissen, die um mehr als 10% voneinander
abwichen, wurden Wiederholungsmessungen durchgefuhrt und bei weiterhin deut-
lich abweichenden Werten zunehmende Verdlinnungen des Sputumuiberstandes

fur die erneute Messung gewahlt.
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IL-1RA

Auch die kommerziell erhaltlichen IL-1RA-ELISA sind fur die quantitative Bestim-
mung der IL-1RA-Konzentration im Sputumuberstand nicht zugelassen, so dass
Vorversuche wie bei IL-13 vor der eigentlichen Messung notwendig waren. Die
Vorversuche wurden mit zwei ELISA (Fa. Biosource, KAL-1181 und Fa. R&D, 280
RA) parallel durchgefuhrt. Es wurden analog zum oben geschilderten Vorgehen
Versuche zur Messung der Wiederfindungsrate von 3ng und 300ng rekombinan-
tem IL-1RA durchgefuhrt, sowie der Einfluss von DTT auf die ELISA untersucht.
Bei Biosource waren keine Messungen nach Kontakt des Capture-Antikorpers mit
DTT moglich. Nach Auswertung der Vorversuche wurden die Bestimmungen der
IL-1RA-Konzentration im Sputumuberstand mit dem ELISA der Firma R&D ent-
sprechend der IL-1B Anleitung durchgefiihrt. Die Uberstande wurden 1:500 mit

Phosphatpuffer verdiinnt und fur jedes Sputum Doppelwerte gemessen.

MMP-2, MMP-9,TIMP-1

FUr die quantitative Bestimmung dieser Mediatoren im Sputumuberstand gibt es
ebenfalls keine kommerziell erhaltlichen zugelassenen ELISA. Die ELISA wurden
entsprechend der vorbeschriebenen Anleitung durchgefuhrt. Um die Reproduzier-
barkeit der Messergebnisse Uberprifen zu kdnnen, wurde jede Messung mit einer
Verdinnungsreihe aus drei Verdunnungen des Sputumuberstandes durchgefuhrt.
Ergebnisabweichungen innerhalb einer Verdinnungsreihe von unter 10% wurden

toleriert.

IL-8

Die Vorversuche flr die Bestimmung der IL-8-Konzentration im Sputumuberstand
wurden parallel mit zwei ELISA (Fa. Bender und Fa. R&D, Dy 208) durchgefuhrt.
Das fur die Wiederfindungsversuche verwendete rekombinante IL-8 (Fa. R&D,
208-IL) ist sehr milieu- bzw. matrixabhangig und musste bis zu 1:40000 verdinnt
werden, wodurch sich Ungenauigkeiten ergaben. Das PBS, der Standard und das
Sputum wurden mit 2ng und 40ng rekombinantem IL-8 versetzt. Insgesamt waren

die Wiederfindungsraten im Standardkurvenbereich vor allem im Sputum unbe-
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friedigend. Die Messungen wurden deshalb mit individuellen Verdinnungsreihen
mit bis zu sechs verschiedenen Verdlinnungen fir jeden Sputumuiberstand durch-
gefuhrt. Ergebnisse, die in den verschiedenen Verdinnungen weniger als 10%

abwichen, wurden als reproduzierbar angesehen.

2.5 Lungenfunktion

Die Lungenfunktionstests wurden im Lungenfunktionslabor der Universitatsklinik
Labeck gemaf der Richtlinien der American thoracic society (Clausen et al, 1997)
mit einem Spirometer (Ganshorn Bodyscope, Niederlauer) in sitzender Position
durchgefuhrt. Die FEV-1 und die Vitalkapazitat wurden gemessen und als prozen-
tualer Anteil der alters- und geschlechtsspezifischen Norm ermittelt. Als Parameter
fur eine obstruktive Ventilationsstorung wurde der Tiffeneau-Quotient (FEV-
1/Vitalkapazitat) verwendet. Ein Tiffeneau-Wert unter 70% wurde als Hinweis auf
eine Obstruktion gewertet. Zusatzlich wurde eine kapillare Blutgasanalyse aus

dem Ohrlappchen zur Messung des Sauerstoffpartialdrucks (pO2) durchgefuhrt.

2.6 Ethik

Die vorliegende Studie wurde 2001 von der Ethikkommission postiv begutachtet
(EK-Nr.:01-148). Eine Einverstandniserklarung wurde von jedem Patienten nach

einem Aufklarungsgesprach vor Studieneinschluss unterschrieben.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Computerprogramm SPSS Version 14
durchgefuhrt. Die Signifikanztberprifung der nominalskalierten Variablen erfolgte
mittels des Chi-Quadrat-Tests. Fur nicht gepaarte, parametrische Werte wurde der
T-Test nach Student, flr nicht gepaarte, nicht parametrische Daten der Mann-

Whitney-U-Test verwendet. Werte von p<0,05 galten als statistisch signifikant.
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3. Ergebnisse
3.1 Kollektive

Eingeschlossen wurden 16 stationare Patienten mit ambulant erworbener Pneu-
monie, bei denen Chlamydia pneumoniae mittels PCR im Sputum (n=12), BAL
(n=3) oder bronchialer Absaugung (n=1) gefunden wurde. Dartber hinaus wurden
zwei Patienten mit schwerer Bronchitis und positivem Keimnachweis im Sputum
aus dem Patientenkollektiv der pulmologischen Poliklinik der Universitat Lubeck

rekrutiert.

Das Vergleichskollektiv bestand aus 21 stationaren Patienten mit Pneumokok-
kenpneumonie, bei denen im Sputum (n=4), BAL (n=2), Absaugung (n=1) oder
Blutkultur (n=7) Pneumokokken, bzw. im Urin (n=7) Pneumokokken-Antigen nach-

gewiesen werden konnten.

Beide Kollektive waren hinsichtlich Geschlecht, Raucherstatus und Vorerkrankun-
gen vergleichbar. Die Patienten in der Chlamydiengruppe waren signifikant jinger
als Patienten mit Pneumokokkenpneumonie. In Tabelle 8 sind die demographi-

schen Daten zusammengefasst.

Tab.8: Demographische Daten des Studienkollektivs mit nachgewiesener C. pneumoniae Infek-
tion und des Kontrollkollektivs mit gesicherter Pneumokokkeninfektion (S. pneumoniae). Zusétzlich

angegeben sind der Raucherstatus sowie das Vorhandensein einer COPD.

S. pneumoniae C. pneumoniae p-Wert
n 21 18
)Ii\/llitti;Isvr;:tigrtizzjardabweichung 62,1+14,3 51,0175 0,036
Manner/Frauen 12/9 12/6 0,542
Raucher/Nichtraucher 11/10 7111 0,399
Bekannte COPD 6 (28,6%) 2 (11,1%) 0,178

Aus der Chlamydiengruppe erschienen 15 (83,3%) Patienten zu mindestens ei-
ner, 11 (61,1%) zu mindestens zwei und 7 (38,9%) zu allen drei Kontrolluntersu-
chungen. Die entsprechenden Daten fur die Patienten mit Pneumokokkenpneu-
monie lauten 17 (81,0%), 12 (57,1%) und 7 (33,3%). Aufgrund der geringen Fall-
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zahlen zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach 180 Tagen wurde dieser in der
weiteren Auswertung nicht bericksichtigt. Als Ursache ist am ehesten die nach
sechs Monaten bestehende subjektive Beschwerdefreiheit und die damit verbun-

dene geringere Motivation zur Teilnahme zu sehen.

3.2. Systemische Entziindungsparameter im Gruppenvergleich

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt wurden die Korpertemperatur, die Leukozy-
tenzahl im peripheren Blutbild und das CRP als systemische Entziindungsparame-
ter erfasst. Die CRP-Werte und die Leukozytenzahl (siehe Tab.9) sind in der Kon-
trollgruppe mit Pneumokokkenpneumonie signifikant hoher als in der Chlamy-
diengruppe (p<0,01), so dass eine erhohte systemische Entzindungsreaktion in
der Pneumokokkengruppe besteht. Diese Ergebnisse passen zu der erwarteten
hoheren Virulenz der Pneumokokken. Die Kdrpertemperatur unterscheidet sich in

den beiden Kollektiven nicht signifikant.

Tab.9: Kérpertemperatur und systemische Entziindungsparameter in der Chlamydiengruppe

und in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 1.

Mittelwert *

Erreger N Standardabweichung p-Wert
i}f]oorgertemperatur Chlamydien 14 38,68 + 0,98

Pneumokokken 21 38,21 +1,17 0,230
CRP in mg/I Chlamydien 16 115,07 + 94,40

Pneumokokken 20 254,47 + 137,14 0,001***
Leukozytenzahl/nl Chlamydien 16 11,79 + 4,90

Pneumokokken 20 16,02 + 3,91 0,007**

FUhrt man eine Risikostratifizierung anhand des CRB-65-Scores, in den der Be-
wuBtseinszustand (C=Confusion), die Atemfrequenz (R=respiratorische Fre-
quenz), der Blutdruck (B) und das Alter (=65 Jahre) einflieien, zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses bei akuter Pneumonie durch (siehe Tab.10), so ist das ermit-
telte Risiko in der Pneumokokkengruppe signifikant hoher als in der Chlamy-

diengruppe (p<0,01).
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Tab.10: CRB-65-Score zum Zeitpunkt der akuten Pneumonie.

Chlamydiengruppe Kontrollgruppe p-Wert

CRB-65 0,25+0,49 0,95 + 0,51 0,005**

3.3 Chlamydiennachweis und Persistenz im Sputum

Chlamydienkollektiv

Von den 18 Patienten dieser Gruppe erschienen 15 (83,3%) zur ersten und 11
(61,1%) zu zwei Kontrolluntersuchungen. Nach 30 Tagen konnten 13 Sputen ge-
wonnen werden, 3 (23%) waren in der Chlamydien-PCR positiv. Nach 90 Tagen

waren 2 (20%) von 10 abgegeben Sputen positiv (siehe Tab.11).

Tab.11: Nachweis von C. pneumoniae mittels PCR im Sputum in der Chlamydiengruppe im
akuten Infekt (Zeitounkt 1), nach 30 Tagen (Zeitpunkt 2) und nach 90 Tagen (Zeitpunkt 3). Zum
Zeitpunkt 1 sind definitionsgemal alle Chlamydien-PCRs positiv. Die %-Angaben der nachunter-
suchten Patienten beziehen sich auf die Gesamtpatientenzahl dieser Gruppe. Die %-Angabe der
positiven PCR bezieht sich auf die Sputumproben, die zum jeweiligen Zeitpunkt untersucht wurden,

da nicht alle Nachuntersuchten eine Sputumprobe abgeben konnten.

Chlamydiengruppe Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
Patientenanzahl 18 15 (83,3%) 11 (61,1%)
Gesamtprobenanzahl 18 13 10
Positive PCR 18 3 (23 %) 2 (20%)

Insgesamt ist bei 4 von 18 (22%) Patienten von einer Persistenz der Chlamydie-
ninfektion auszugehen, da sie im Verlauf zu einem (n=3) oder beiden (n=1) Nach-
untersuchungszeitpunkten positive Sputen abgaben. 12 Patienten (66,7%) der
Chlamydiengruppe wurden initial mit chlamydienwirksamen Antibiotika (Makrolide,
Tetrazykline, Fluorchinolone oder Kombinationen) behandelt. Die vier Patienten
mit im Verlauf weiter positiver Chlamydien-PCR erhielten alle initial eine chlamy-

dienwirksame Therapie.
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Kontrollgruppe

Das Kontrollkollektiv bestand aus 21 Patienten mit nachgewiesener Pneumokok-
kenpneumonie. In sieben Fallen (33%) wurden zusatzlich andere Erreger mit teils
unklarer Pathogenitat (Bacillus spec., Enterobacter amnigens, Enterobacter spec,
Hafnei alvei, Prevotella spec., Staph. aureus und Sphingomonas) nachgewiesen.
Bei drei Patienten (14,3%) wurde retrospektiv eine Koinfektion mit Chlamydien
gefunden. Bei funf Patienten (23,8%) wurde die Chlamydien-PCR im Sputum im
Verlauf positiv (s. Tab.12), alle finf waren initial mit chlamydienwirksamen Antibio-
tika behandelt worden. Bei einem dieser Patienten (4,8%) war zu beiden Nachun-
tersuchungszeitpunkten die Chlamydien-PCR positiv. Bei den drei Patienten mit

initialer Chlamydienkoinfektion war im Verlauf kein weiteres Sputum positiv.

Tab. 12: Nachweis von C. pneumoniae mittels PCR im Sputum in der Kontrollgruppe im aku-
ten Infekt (Zeitpunkt 1), nach 30 Tagen (Zeitpunkt 2) und nach 90 Tagen (Zeitpunkt 3). Die %-
Angaben der nachuntersuchten Patienten beziehen sich auf die Gesamtpatientenzahl dieser Grup-
pe. Die %-Angabe der positiven PCR bezieht sich auf die Gesamtprobenzahl, da nicht alle Nach-

untersuchten eine Sputumprobe abgeben konnten

Kontrollgruppe Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
Patientenanzahl 21 17 (81%) 12 (57,1%)
Gesamtprobenanzahl 12 14 9
Positive PCR 3 (25%) 4 (28,6%) 2 (22,2%)

Vergleich der Gruppen

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt sind in der Chlamydiengruppe definitionsge-
maRk 100% der durchgefihrten Chlamydien-PCRs im Sputum positiv. 30 Tage
nach akuter Pneumonie waren in der Chlamydiengruppe 23% der durchgefuhrten
Chlamydien-PCRs und im Kontrollkollektiv 29% der durchgeflihrten Chlamydien-
PCRs positiv. Nach 90 Tagen waren die entsprechenden Zahlen 20% und 22%
(siehe Abb.6). 30 und 90 Tage nach akuter LRTI wurden also in beiden Gruppen
vergleichbar haufig positive Chlamydien-PCRs nachgewiesen.
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Chlamydien-PCR positive Sputen in %
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Abb.6: Positive Chlamydien-PCR im Sputum in % der abgegebenen Sputen der Chlamy-
diengruppe und der Kontrollgruppe im Vergleich zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.
Zum Zeitpunkt 1 sind in der Chlamydiengruppe definitionsgeméal3 100% der Chlamydien-PCRs
positiv. Die Unterschiede zum Zeitpunkt 2 (p = 0,745) und zum Zeitpunkt 3 (p= 0,906) zwischen
den Gruppen sind nicht signifikant.

3.4 Chlamydiennachweis und Persistenz im EDTA-Blut

Seit August 2003 wurde zusatzlich die C. pneumoniae-PCR in Monozyten im Blut
bestimmt (siehe Tab.13 und Tab.14).

Chlamydienkollektiv

Tab. 13: Nachweis von C. pneumoniae mittels PCR im EDTA-Blut in der Chlamydiengruppe
im akuten Infekt (Zeitpunkt 1), nach 30 Tagen (Zeitpunkt 2) und nach 90 Tagen (Zeitpunkt 3). Die
%-Angaben der nachuntersuchten Patienten beziehen sich auf die Gesamtpatientenzahl dieser
Gruppe. Die %-Angabe der positiven PCR bezieht sich auf die Gesamtprobenzahl, die zum jeweili-
gen Zeitpunkt in der Chlamydiengruppe untersucht wurde, da nicht von allen Nachuntersuchten

eine EDTA-Blutprobe vorhanden war.

Chlamydiengruppe Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
Patientenanzahl 18 15 (83%) 11 (61%)
Gesamtprobenanzahl 9 11 8
Positive PCR 4 (44,4%) 8 (72,7%) 2 (25%)
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Kontrollgruppe

Tab.14: Nachweis von C. pneumoniae mittels PCR im EDTA-Blut in der Kontrollgruppe im
akuten Infekt (Zeitpunkt 1), nach 30 Tagen (Zeitpunkt 2) und nach 90 Tagen (Zeitpunkt 3). Die %-
Angaben der nachuntersuchten Patienten beziehen sich auf die Gesamtpatientenzahl dieser Grup-
pe. Die %-Angabe der positiven PCR bezieht sich auf die Gesamtprobenzahl, die zum jeweiligen
Zeitpunkt in der Kontrollgruppe untersucht wurden, da nicht von allen Nachuntersuchten eine
EDTA-Blutprobe vorhanden war.

Kontrollgruppe Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3
Patientenanzahl 21 17 (85%) 12 (60%)
Gesamtprobenanzahl 17 12 9
Positive PCR 7 (41%) 2 (17%) 3 (33%)

Vergleich der Gruppen

In der Chlamydiengruppe sind nach 30 Tagen 72,7% der durchgeflihrten Chlamy-
dien-PCRs im EDTA-BIlut positiv und damit signifikant (p**=0,007) haufiger positiv
als in der Kontrollgruppe (siehe Abb.7). Nach 90 Tagen sinkt in der Chlamy-
diengruppe der prozentuale Anteil der positiven PCRs ab. In der Kontrollgruppe
steigt der Anteil der positiven PCRs zum dritten Untersuchungszeitpunkt nicht sig-
nifikant an (p=0,336).

Positive Chlamydien-PCR in den Monozyten in %
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Abb.7: Positive Chlamydien-PCR in den Monozyten im EDTA-Blut in % der gewonnenen
EDTA-Blutproben in der Chlamydiengruppe und der Kontrollgruppe. Zum Zeitpunkt 2 sind in der
Chlamydiengruppe signifikant mehr Chlamydien-PCRs im EDTA-Blut positiv als in der Kontroll-
gruppe (p**=0,007). Zum Zeitpunkt 1 (p=1,00) und nach 90 Tagen zum Zeitpunkt 3 (p=0,707) be-

steht kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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3.5 Protrahierter versus unkomplizierter Verlauf

Gaben die Patienten zum Zeitpunkt der ersten Nachuntersuchung weiter produkti-
ven Husten (n=12) an und/oder musste die Antibiotikatherapie (n=5) im Verlauf
umgestellt werden, so wurde der Verlauf als protrahiert gewertet. Unter Bertck-
sichtigung dieser Kriterien zeigten 15 Patienten einen protrahierten und 24 Patien-

ten einen unkomplizierten Verlauf.

In der Gruppe mit protrahiertem Verlauf fanden sich signifikant mehr Patienten
(p*=0,029) mit Nachweis einer Chlamydieninfektion als in der Gruppe mit unkom-
pliziertem Verlauf. Die Patienten mit unkompliziertem Verlauf waren signifikant
alter als die Patienten mit protrahiertem Verlauf. Hinsichtlich Geschlecht, Rau-
cherstatus und vorbestehender COPD waren die Gruppen vergleichbar (siehe
Tab.15).

Tab. 15: Epidemiologische Daten des Kollektivs mit protrahiertem Verlauf und des mit un-
kompliziertem Verlaufs. Angegeben ist zusétzlich der positive Chlamydiennachweis im respirato-
rischen Sekret. Hinsichtlich des Alters (p*=0,011) und der positiven Chlamydien-PCR im Sputum
(p=0,029) unterscheiden sich die Gruppen signifikant.

p-

Protrahierter Verlauf | Unkomplizierter Verlauf | Wert
n 15 24
Alter (in Jahren)
Mittelwert+ Standardabweichung 48,7 £+ 17,3 62,17 + 14,1 0,011~
Manner/Frauen 8/7 13/5 0,405
Raucher/Nichtraucher 7/8 11/13 0,959
Bekannte COPD 4 4 0,452
Chlamydiennachweis 11 9 0,029

In der Gruppe mit unkompliziertem Verlauf erhielten signifikant mehr Patienten
initial eine kombinierte Antibiotikatherapie aus einem Zweit- oder Drittgenerations-
Cephalosporin und einem Makrolid als in der Gruppe mit protrahiertem Verlauf
(siehe Tab.16).
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Tab. 16: Initiale Antibiotikatherapie im Vergleich zwischen der Gruppe mit protrahiertem und
unkompliziertem Verlauf. In der Gruppe mit protrahiertem Verlauf erhielten 33% der Patienten eine
Kombinationstherapie mit einem 2. oder 3. Generationscephalosporin und einem Makrolid in der
Gruppe mit unkompliziertem Verlauf 79%. Die Signifikanz hinsichtlich dieser Antibiotikatherapie

zwischen den Gruppen betréagt p**=0,002.

Antibiotikatherapie protrahierter Verlauf unkomplizierter Verlauf
Cephalosporin u. Makrolid 5 16
Fluorchinolon 0 3
Makrolid 2 1
Cephalosporin 4 3
Unacid 1 0
Unacid und Makrolid 2 1
Tetrazyklin u Cephalosporin 1 0
Gesamt 15 24

3.6 Lungenfunktion

Um zu klaren, ob eine Chlamydieninfektion die Entwicklung einer obstruktiven
Lungenerkrankung begunstigt, wurde an den vier Untersuchungszeitpunkten ein
Lungenfunktionstest durchgefuhrt. Eine Obstruktion liegt definitionsgemal bei ei-

nem Tiffeneauwert (Quotient aus der FEV1/IVC) von unter 70% vor.

Chlamydienkollektiv

Im Chlamydienkollektiv liegen zum ersten Untersuchungszeitpunkt bei acht Pati-
enten Lungenfunktionswerte vor, bei vier zusatzlichen Patienten die Ergebnisse
einer Blutgasanalyse. Nach 30 Tagen wurde bei 14 Patienten dieser Gruppe eine
Lungenfunktion durchgefuhrt und nach 90 Tagen bei 11 Patienten. Der Sauer-
stoffpartialdruck steigt im Mittelwert von 66,9mmHg wahrend des akuten Infekts
auf 80,7mmHg nach 90 Tagen (siehe Abb.8).

Die Mittelwerte des Tiffeneauquotienten (siehe Abb.9) steigen innerhalb der ersten
30 Tage in der Chlamydiengruppe von 79,9% auf 80,5% kaum an. Nach 90 Tagen
sinkt der Mittelwert auf 76,9%. Insgesamt ergeben sich keine signifikanten Ande-

rungen.
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Sauerstoffpartialdruck in mmHg
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Abb.8: Mittelwerte mit Standardabweichung des Sauerstoffpartialdrucks im arterialisierten

Kapillarblut gemessen in mmHg in der Chlamydiengruppe zum 1., 2. und 3. Untersuchungszeit-

punkt.
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Abb.9: Mittelwerte mit Standardabweichung der Tiffeneauwerte in % unter Beriicksichtigung

der alters- und geschlechtsspezifischen Norm in der Chlamydiengruppe zu den ersten 3 Untersu-

chungszeitpunkten.
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Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe mit positivem Pneumokokkennachweis wurden im Rahmen
der akuten Infektion Daten von 15 Lungenfunktionen und zusatzlich von vier Blut-
gasanalysen ermittelt.

Der Sauerstoffpartialdruck liegt initial bei 67,6mmHg und steigt auf 78,2mmHg
nach 180 Tagen an (siehe Abb.10).

Sauerstoffpartialdruck in mmHg

100

90

o T I

70 A

60

50 A

40

30

20 A

10

0

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3

Abb.10: Mittelwerte mit Standardabweichung des Sauerstoffpartialdrucks im Kapillarblut ge-

messen in mmHg in der Kontrollgruppe zum 1., 2. und 3. Untersuchungszeitpunkt.

Die Tiffeneauquotienten steigen in den ersten 30 Tagen nach akuter Infektion von
65,7% auf 70,7% und sinken dann nach 90 Tagen auf 64,7% (siehe Abb.11).
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Abb.11: Mittelwerte mit Standardabweichung der Tiffeneauwerte in % unter Beriicksichtigung

der alters- und geschlechtsspezifischen Norm in der Kontrollgruppe zu den ersten 3 Untersu-

chungszeitpunkten.

Vergleich der Gruppen

Vergleicht man die Mittelwerte der Sauerstoffpartialdricke der Chlamydiengruppe

mit denen der Kontrollgruppe zu den 3 Untersuchungszeitpunkten, so zeigen sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (siehe Tab.17).

Tab. 17: Mittelwerte und Standardabweichungen des Sauerstoffpartialdrucks in mmHg im

Kapillarblut in der Chlamydiengruppe und in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 1-3.

Mittelwert
Erreger N Standardabweichung p-Wert
Sauerstoffpartialdruck Chlamydien 12 66,94 + 14,50
Zeitpunkt 1
in mmHg Pneumokokken 19 67,64 £ 13,67 0,894
Sauerstoffpartialdruck :
Zeitpunkt 2 Chlamydien 14 75,95 + 16,14
in mmHg Pneumokokken 17 71,99 + 9,87 0,407
Sauerstoffpartialdruck .
Zeitpunkt 3 Chlamydien 11 80,67 + 16,94
in mmHg Pneumokokken 12 76,38 £ 10,43 0,468
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Im Rahmen des akuten Infektes ist der Tiffeneauwert in der Kontrollgruppe signifi-
kant niedriger als in der Chlamydiengruppe (p<0,05) und nach 30 Tagen tenden-
ziell niedriger (siehe Tab.18). Hierbei sind die unterschiedlichen Gruppengrolien
bei der Erstuntersuchung zu berucksichtigen. Zudem waren in der Kontrollgruppe

tendenziell mehr Patienten mit vorbestehender Atemwegserkrankung vertreten.

Tab.18: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tiffeneauwerte in % unter Berlicksichti-
gung der alters- und geschlechtsspezifischen Norm in der Chlamydiengruppe und in der Kontroll-

gruppe zum Zeitpunkt 1-3.

Mittelwert *

Erreger N Standardabweichung p-Wert
Tiffeneau Chlamydien
Zeitpunkt 1 8 79,88 £ 14,13
in % Pneumokokken 15 65,07 + 16,28 0,042*
Tiffeneau Chlamydien
Zeitpunkt 2 14 80,50 + 12,76
in % Pneumokokken 17 70,78 £ 15,15 0,064
Tiffeneau Chlamydien
Zeitpunkt 3 11 76,91 + 18,89
in % Pneumokokken 10 64,70 + 19,19 0,159

3.7 Differenzialzellbild im Sputum

Tabelle 19 zeigt das Differenzialzellbild im Sputum. Zum ersten und zweiten Zeit-
punkt sind im Sputum der Patienten der Chlamydiengruppe auffallend mehr Eosi-
nophile und zum zweiten Zeitpunkt ebenfalls vermehrte Lymphozyten vorhanden
(p=0,325). Eine weitere Auswertung erfolgte aufgrund der geringen Anzahl an un-

tersuchten Sputumproben nicht.
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Tab.19: Differenzialzellbild im Sputum in % bezogen auf die Gesamtzellzahl zum Zeitpunkt 1-3.

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichung.

Neutrophile | Makrophagen | Lymphozyten | Basophile | Eosinophile
in % in % in % in % in %
Zeitpunkt 1
Chlamydiengruppe
86 £ 13 9,318 0,8+1,2 0,2+£0,5 3,1+6,9
(n=7)
Kontrollgruppe
79,9245 15,6 £ 25 21+£3,1 06+1,8 1,0+2,6
(n=13)
Zeitpunkt 2
Chlamydiengruppe
77,519 10,4 £ 11,5 5,2+10,6 01+£0,2 | 51111
(n=6)
Kontrollgruppe
856+ 15,4 75+13 0,61 0 28143
(n=6)
Zeitpunkt 3
Chlamydiengruppe
84,2+7,2 14,8 £ 6,6 0,3+0,4 0,7+0,9 0
(n=3)
Kontrollgruppe
(n=5) 89+7,2 6,9 +6,1 1,56+2 0 02+04
n:

3.8 Zytokine im Sputumuberstand

Interleukin-18

Die gemessene Interleukin-1p-Konzentration zeigte zu keinem der Untersu-

chungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied zwischen der Chlamydiengrup-

pe und der Kontrollgruppe (siehe Tab.20). Die Kollektivgrofien sind teilweise ge-

ring, da zum Teil mehrere Verdinnungsreihen flr valide Ergebnisse notwendig

waren und nicht immer eine ausreichende Menge an Sputumtberstand vorhanden

war.
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Tab. 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand
gemessenen Interleukin-1B-Konzentration in pg/ml der Chlamydiengruppe und der Kontroll-

gruppe mit Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert
Erreger N Standardabweichung p-Wert
IL-163 .
Zeitpunkt 1 Chlamydien 5 436,64 + 289,47
in pg/ml Pneumokokken 12 592,75 + 824,65 0,690
IL-1B .
Zeitpunkt 2 Chlamydien 8 218,77 £ 160,90
in pg/ml Pneumokokken 7 233,40 + 347,37 0,916
IL-1R8 .
Zeitpunkt 3 Chlamydien 5 83,28 £ 68,22
in pg/ml Pneumokokken 8 375,50 + 768,27 0,422

Interleukin-1-Rezeptorantagonist

Eine ausgeglichene Sekretion von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen in der
Lunge ist notwendig, um die Entziindungsreaktion bei respiratorischen Infekten zu
limitieren. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in den Konzentrationen
von Interleukin-1-Rezeptorantagonist zwischen den beiden untersuchten Kollekti-

ven festgestellt werden (siehe Tab.21).

Tab. 21: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand
gemessenen Interleukin-1-Rezeptorantagonist-Konzentration in ng/ml der Chlamydiengruppe

und der Kontrollgruppe mit Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert
Erreger N Standardabweichung p-Wert

IL-1RA .

Zeitpunkt 1 Chlamydien 6 525,35 + 503,66

in ng/mi Pneumokokken 12 1486,40 £ 2977,46 0,450
IL-1RA .

Zeitpunkt 2 Chlamydien 8 366,85 + 151,02

in ng/ml Pneumokokken 7 389,97 £ 119,74 0,750
IL-1RA :

Zeitpunkt 3 Chlamydien 5 383,30 + 169,71

in ng/ml Pneumokokken 7 371,84 £ 112,02 0,900

Abbildung 12 zeigt das Verhaltnis zwischen proinflammatorischem IL-15 und dem
antiinflammatorischen IL-1RA. Zwischen den Gruppen bestanden keine signifikan-

ten Unterschiede, so dass anhand der untersuchten Proben kein Anhalt fir eine
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Imbalance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen im Sputumu-

berstand in der Chlamydiengruppe besteht.

Verhiltnis IL-1B/IL-1RA x1:1000

1,8
1,6 4
1,4 1
1,24

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 3

‘+ Chlamydiengruppe - - 4 - - Pneumokokkengruppe ‘

Abb. 12: Mittelwerte der Verhéltnisse von IL-1B/IL-1-Rezeptorantagonist in den jeweiligen
Sputumiiberstanden in der Chlamydiengruppe und der Pneumokokkengruppe zum Zeitpunkt 1-3.
Der Interleukin-1-Rezeptorantagonist ist in einer Gré3enordnung von 1 0° héheren Konzentration
im Sputumiiberstand vorhanden als Interleukin-1B. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind
nicht signifikant (Zeitpunkt 1 p=0,126, Zeitpunkt 2 p= 0,647 und Zeitpunkt 3 p=0,488).

Interleukin-8

Fir jeden Sputumiberstand musste eine individuelle Verdinnungsreihe angefer-
tigt werden, so dass sechs verschiedene Verdinnungen des Sputumuberstandes
angefertigt und anschliel3end die Interleukin-8-Konzentration gemessen wurden.
Als valide Konzentrationswerte wurden Werte mit Abweichungen von unter 10%
innerhalb einer Verdlnnungsreihe akzeptiert. Aufgrund des durch die notwendigen
Verdunnungsreihen erhohten Sputumuberstandsbedarf sind die n-Zahlen fur das
Interleukin-8 geringer als fur das Interleukin-1 und den Interleukin-1-
Rezeptorantagonist. Auch fur das Interleukin-8 zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Kollektiven (siehe Tab.22).
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Tab. 22: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand

gemessenen Interleukin-8-Konzentration in ng/ml der Chlamydiengruppe und der Kontrollgrup-

pe mit Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert *

Erreger N Standardabweichung p-Wert
IL-8 .
Zeitpunkt 1 Chlamydien 5 16103,40 + 23760,48
in ng/ml Pneumokokken 12 8344,54 + 10761,10 0,357
IL-8 .
Zeitpunkt 2 Chlamydien 8 5378,88 + 10032,60
in ng/ml Pneumokokken 6 63543,42 +140793,84 0,261
IL-8 .
Zeitpunkt 3 Chlamydien 4 889,10 £ 704,13
in ng/ml Pneumokokken 8 23568,48 + 49617,60 0,393

Matrix-Metalloprotease 2 und Matrix-Metalloprotease 9

Zwischen den beiden untersuchten Gruppen zeigten sich keine signifikanten Un-

terschiede in der Konzentration der Matrix-Metalloprotease 2 (siehe Tab.23) und

der Matrix-Metalloprotease 9 (siehe Tab.24) im Sputumuberstand.

Tab.23: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand ge-

messenen Matrix-Metalloprotease 2-Konzentration in ng/ml der Chlamydiengruppe und der

Kontrollgruppe mit Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert *

Erreger N Standardabweichung p-Wert
MMP-2 Chlamydien
Zeitpunkt 1 6 113,46 + 219,18
in ng/ml Pneumokokken 12 37,45 + 76,95 0,288
MMP-2 Chlamydien
Zeitpunkt 2 8 4.27£1,85
in ng/ml Pneumokokken 6 69,58 + 148,47 0,231
MMP-2 Chlamydien
Zeitpunkt 3 4 468+ 1,80
in ng/ml Pneumokokken 8 3,83+1,87 0,468
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Tab.24: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand ge-
messenen Matrix-Metalloprotease 9-Konzentration in ng/ml der Chlamydiengruppe und der

Kontrollgruppe mit Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert *

Erreger N Standardabweichung p-Wert
MMP-9 .
Zeitpunkt 1 Chlamydien 6 1603,60 + 1214,97
in ng/ml Pneumokokken 12 3542,75 + 7439,26 0,541
MMP-9 .
Zeitpunkt 2 Chlamydien 8 821,99 £ 879,55
in ng/mi Pneumokokken 6 3023,12 + 5329,94 0,268
MMP-9 .
Zeitpunkt 3 Chlamydien 5 287,88 + 169,74
in ng/ml Pneumokokken 8 929,54 + 1228,04 0,277

Tissue inibitor of metalloprotease 1 (TIMP-1)

Zwischen den beiden Gruppen zeigen sich auch hinsichtlich der TIMP-1-

Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede (siehe Tab.25).

Tab.25: Mittelwerte und Standardabweichungen der mittels ELISA im Sputumiiberstand ge-
messenen TIMP-1-Konzentration in ng/ml der Chlamydiengruppe und der Kontrollgruppe mit

Pneumokokkenpneumonie zum Untersuchungszeitpunkt 1-3.

Mittelwert
Erreger N Standardabweichung p-Wert
TIMP-1 .
Zeitpunkt 1 Chlamydien 6 777,09 + 898,13
in ng/ml Pneumokokken 13 750,86 + 853,56 0,952
TIMP-1 .
Zeitpunkt 2 Chlamydien 7 121,30 £ 111,15
in ng/ml Pneumokokken 6 602,36 + 610,71 0,064
TIMP-1 .
Zeitpunkt 3 Chlamydien 3 92,10 £ 45,22
in ng/ml Pneumokokken 8 160,19 £ 174,41 0,533
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4. Diskussion

Mit den im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Untersuchungen sollte ge-
klart werden, ob Unterschiede im akuten Stadium und im longitudinalen Verlauf
nach respiratorischen Pneumokokken- und Chlamydieninfektionen bestehen. Ins-
besondere sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine akute Chlamydia
pneumoniae Infektion mit der Entwicklung einer obstruktiven Atemwegserkran-
kung assoziiert und ob der Nachweis einer persistierenden Infektion klinisch rele-
vant ist. Diese Frage ist hinsichtlich der Bewertung einer Eradikationstherapie von

zentraler Bedeutung.

Zu diesem Zweck wurden epidemiologische Daten, Entzindungsparameter und
die Antibiotikatherapie im Rahmen der Pneumonie dokumentiert. Im Verlauf wur-
den zu zwei Nachuntersuchungszeitpunkten nach einem und drei Monaten neben
der klinischen Untersuchung jeweils Lungenfunktionsprufungen, eine Chlamydien-
diagnostik im Sputum und im EDTA-Blut sowie eine Zytokinbestimmung im Spu-
tum durchgefuhrt. Die Ergebnisse der zunachst geplanten dritten Verlaufsuntersu-
chung nach sechs Monaten wurden aufgrund der geringen Fallzahl nicht berlck-

sichtigt.

4.1 Systemische Entziindungsparameter

Die systemischen Entzindungsparameter CRP und Leukozytenzahl im peripheren
Blutbild waren in der Kontrollgruppe mit nachgewiesener Pneumokokkenpneumo-
nie siginifikant héher als in der Gruppe mit Chlamydienpneumonie. In der 2004
veroffentlichten Studie von Almirall et al konnte gezeigt werden, dass die Hohe
des CRPs mit der Schwere der Pneumonie korreliert (Almirall et al, 2004). Die
Schwere der Pneumonie wurde dabei anhand der Klinik und der Notwendigkeit
einer stationaren bzw. intensivstationaren Behandlung definiert. Patienten mit
Pneumokokken- oder Legionellenpneumonie hatten besonders hohe CRP-Werte.

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse weisen unsere Daten also auf einen
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schwereren Verlauf der Pneumokokkenpneumonie im Vergleich zur C. pneumo-
niae Pneumonie hin.

Neben den Entzundungsparametern wird diese Hypothese auch durch die Ergeb-
nisse des CRB65-Scores zur Evaluierung des Mortalitatsrisikos bestatigt, der in
der Pneumokokkengruppe signifikant héher als in der Chlamydiengruppe lag. Ahn-
liche Ergebnisse wurden 1999 von Riuz et al. veroffentlicht. In dieser Studie waren
395 Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie untersucht worden. Patienten
mit positivem Pneumokokkennachweis waren alter und wurden signifikant haufiger
auf Intensivstation behandelt als Patienten mit atypischen Keimen. Im Gegensatz
zu unserer Studie wurde der C. pneumoniae Nachweis von Riuz et al mittels Sero-
logie und nicht als PCR aus respiratorischen Materialen, die der Serologie Uberle-
gen ist, durchgefuhrt (Riuz et al, 1999). Auch die wahrend einer C. pneumoniae
Epidemie in Finnland 1986/1987 gesammelten Daten von 125 Patienten zeigten in
einer 1996 verodffentlichten Studie, dass die Chlamydienpneumonie milder und mit
niedrigeren Entzindungsparametern verlauft als die Pneumokokkenpneumonie
(Kauppinen et al, 1996). Longitudinale Daten uUber den postpneumonischen Ver-

lauf wurden in dieser Studie nicht erhoben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Ergebnisse im Einklang mit der
vorhandenen Literatur zeigen, dass eine C. pneumoniae Pneumonie weniger
schwer verlauft und mit einem geringeren Mortalitatsrisiko als eine Pneumokok-

kenpneumonie einhergeht.

4.2 Chlamydiennachweis und Persistenz im Sputum

In der Literatur wird immer wieder auf das Fehlen eines Gold-Standards zum
Nachweis einer akuten Infektion mit C. pneumoniae hingewiesen (Kuoppa et al,
2002; Bunk et al, 2008). In den meisten bisher vorhandenen Studien beruhen die
Ergebnisse auf einem serologischen Chlamydiennachweis, der eine zuverlassige
Unterscheidung zwischen akuter und chronischer Infektion nicht zulasst (Ham-
merschlag, 2000). Zusatzlich werden die serologischen Ergebnisse unterschied-

lich interpretiert.
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In unserer Studie wurde der Erregernachweis mittels einer nested PCR durchge-
fuhrt. Vier Wochen und drei Monaten nach der akuten Infektion waren in 20-30%
der von uns untersuchten Sputumproben C. pneumoniae mittels PCR nachweis-
bar, unabhangig davon ob die Patienten initial Chlamydien positiv waren oder
nicht. Der positive Nachweis korrelierte dabei nicht mit einem protrahierten Verlauf
(siehe 4.4).

Obwonhl die PCR zur Zeit die spezifischste und sensitivste Nachweismethode einer
akuten C. pneumoniae Infektion ist, fehlt auch ihr ein international validierter Stan-
dard (Dowell et al, 2001). Dies durfte eine Ursache dafir sein, dass die umfang-
reiche Literatur, die mittlerweile GUber C. pneumoniae vorhanden ist, ein grol3es
Spektrum an sich zum Teil deutlich widersprechenden Ergebnissen bietet. Eine
2007 von Kumar und Hammerschlag durchgefihrte Metaanalyse zeigte, dass der
prozentuale Anteil an C. pneumoniae Infektionen in Bezug auf die Gesamtzahl der
unteren Atemwegsinfekte in den seit 2001 publizierten Studien zwischen 0% und
44% schwankt (Kumar und Hammerschlag, 2007). Aus den 2006 veroffentlichten
CAPNETZ- Daten geht hervor, dass 0,9% der in das Netzwerk eingeschlossenen
ambulant erworbenen Pneumonien mit einer positiven Chlamydien-PCR einher-
gingen. Im Rahmen von CAPNETZ wurde die Chlamydien-PCR als positiv gewer-
tet, wenn in mindestens zwei der drei Referenzlabore die PCR positiv war (Wel-
linghausen et al, 2006). Kritisch ist hierzu anzumerken, dass zwischen den Labo-
ren keine interne Standardisierung der Nachweismethoden gelang und die Rolle
des Untersuchungsmaterials (in den meisten Fallen Sputum) nicht ausreichend
geklart werden konnte. Daruber hinaus muss auch ahnlich wie bei Mykoplasmen-
infektionen mit Schwankungen der Inzidenz von C. pneumoniae Infektionen in
mehrjahrigen Zyklen gerechnet werden, die zu unterschiedlichen Studienergeb-
nissen beitragen konnen (Kauppinen et al, 1995; Boman et al, 1997; Troy et al,
1997).

Asymptomatische C. pneumoniae Infektionen der oberen Luftwege wurden erst-
malig 1991 von Gnarpe et al beschrieben. Die Autoren fanden bei 4,7% der 234
untersuchten gesunden Erwachsenen eine positive Chlamydienkultur (Gnarpe et
al, 1991). Seitdem wurde in mehreren Studien das Vorkommen von asymptomati-

schen Tragern mittels Kultur und PCR aus Nasopharynx-Abstrichen bestatigt. Die
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Pravalenz variiert zwischen den Studien zwischen 5% (Emre et al, 1994) und
1,2% (Gaydos et al, 1994). In einer 2006 verodffentlichten Studie wurde im Sputum
bei 17% von 103 Patienten mit stabilem milden oder moderaten Asthma bron-
chiale mittels PCR C. pneumoniae nachgewiesen. Der positive Chlamydiennach-
weis ging im Vergleich zu den ubrigen Asthmatikern mit einer signifikant erhdohten
Obstruktion und einer kirzeren Asthma-Anamnese einher. Aul3erdem konnte bei
30% der 30 untersuchten gesunden Probanden in der Kontrollgruppe eine positive
Chlamydien-PCR im induzierten Sputum nachgewiesen werden (Harju et al,
2006). Die in dieser Studie und in unserer Kontrollgruppe erfassten asymptomati-
schen Trager kénnten als Erregerresevoir fur die epi- und endemisch auftretenden

Haufungen von C. pneumoniae Infektionen dienen.

4.3 Chlamydiennachweis und Persistenz in peripheren Monozyten

Interessanterweise waren in unserer Studie im EDTA-Blut im Gegensatz zum Spu-
tum nach vier Wochen signifikant haufiger Chlamydien in der Chlamydien- als in

der Kontrollgruppe nachweisbar.

In vitro konnte von van Zandbergen et al gezeigt werden, dass die neutrophilen
Granulozyten Elementarkérperchen phagozytieren und dass ein kleiner Prozent-
satz der phagozytierten Bakterien Uberlebt und vermehrungsfahig bleibt. Zusatz-
lich verzogerten die internalisierten Chlamydien Uber einen unbekannten Mecha-
nismus die spontane Apoptose der neutrophilen Granulozyten, so dass sich die
durchschnittliche Uberlebensdauer der Zellen von 6-10 Stunden auf bis zu 90
Stunden verlangerte (Van Zandbergen et al, 2004). Dies entspricht einer Zeit-
spanne, in der ein kompletter Entwicklungszyklus von C. pneumoniae stattfinden
kann. Wahrend des intrazellularen Wachstums von C. pneumoniae gewahrleistet

die Integritat der Wirtszelle einen Schutz vor antimikrobiellen Faktoren im Serum.

Im Tierversuch konnte au’erdem gezeigt werden, dass mit C. pneumoniae infi-
zierte Makrophagen durch die Mukosa transmigrieren und somit zu einer Ausbrei-
tung der Chlamydien Uber die Blutbahn und das lymphatische System flhren. Bis

zu acht Wochen lang konnten die Chlamydien in den Makrophagen nachgewiesen
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werden. Eine Ausbreitung Uber die Blutbahn durch freie Elementarkorperchen
scheint nicht stattzufinden (Gieffers et al, 2004).

Die von uns vier Wochen nach der Pneumonie nachgewiesene positive Chlamy-
dien-PCR im EDTA-Blut konnte somit ein Ausdruck fur diese Transmigration mit

konsekutiver disseminierter Ausbreitung sein.

2002 untersuchten Blasi et al bei Patienten mit milder bis moderater COPD Mono-
zyten im peripheren Blut mittels PCR. Bei 43% der untersuchten 141 Patienten
war die PCR positiv. Es zeigten sich zwischen den Patienten mit positiver und ne-
gativer PCR keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Alter, Geschlecht, Rau-
cherstatus und FEV4. In dem Beobachtungszeitraum von zwei Jahren kam es je-
doch in der PCR-positiven Gruppe signifikant haufiger zu akuten Exazerbationen,
so dass eine persistierende asymptomatische Chlamydieninfektion als Wegberei-
ter fur andere pathogene Keime mit konsekutiver Infektexazerbation dienen konn-
te. Nach einer ebenfalls im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten sechswochigen
Antibiotikatherapie mit Azithromycin war bei 59% der behandelten Patienten die
Chlamydien-PCR der Monozyten im peripheren Blut negativ. Nach zwei Monaten
war die PCR nur noch bei 29% der behandelten Patienten negativ, so dass die
Antibiotikatherapie nicht zu einer systemischen Eradikation der Chlamydien ge-
fuhrt zu haben scheint und es somit zu wiederholter Freisetzung der Bakterien in
die Blutbahn kommen konnte (Blasi et al, 2002).

Unsere Studienergebnisse mit wiederholt auftretender positiver PCR der Monozy-
ten im EDTA-BIut stutzen diese Hypothese, insbesondere da bei mehreren Patien-
ten zwischen zwei positiven PCRs eine negative PCR vorlag, was letztlich nur
durch eine wiederholte Freisetzung und somit eine persistierende Infektion erklart
werden kann. Eine asymptomatische Reinfektion, die zufallig kurz vor den Nach-
untersuchungszeitpunkten aufgetreten sein kdnnte, erscheint eher unwahrschein-
lich.
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4.4 Protrahierter versus unkomplizierter Verlauf

Wie unter 4.2 beschrieben waren wahrend der Akutphase der Pneumonie die Pa-
tienten mit Pneumokokkenpneumonie schwerer erkrankt als die Patienten in der
Chlamydiengruppe. Vergleicht man jedoch den klinischen Verlauf Gber drei Mona-
te hinsichtlich produktivem Husten und einer erneut erforderlichen Antibiotikathe-
rapie, so waren signifikant mehr Patienten mit protrahiertem Verlauf initial an ei-
ner Chlamydienpneumonie erkrankt als an einer Pneumokokkenpneumonie. Die
Patienten mit protrahiertem Verlauf waren entgegen der Erwartung signifikant jun-
ger als die mit unkompliziertem Verlauf. Hinsichtlich Raucherstatus und Vorliegen
einer COPD gab es keine signifikanten Unterschiede. Bei den Patienten mit
protrahiertem Verlauf traten nach der Akutphase nicht vermehrt positive PCRs im
Sputum oder EDTA-Blut auf (Daten nicht abgebildet).

1991 wurden erstmalig mittels Kultur und paralleler Serologie nachgewiesene per-
sistierende C. pneumoniae Infektionen beschrieben. Bei drei Patienten konnte
nach akuter Infektion trotz adaquater Antibiotikatherapie Uber elf Monate eine po-
sitive Kultur aus Nasopharynxabstrichen dokumentiert werden. Die persistierende
Infektion ging in allen Fallen mit einer verzogerten Rekonvaleszenz einher. Ob-
wohl es sich bei den drei beschriebenen Patienten um medizinisches Personal
handelt, galt bei im Verlauf nicht ansteigenden mittels MIF nachgewiesenen IgG-
Titern eine Reinfektion als ausgeschlossen (Hammerschlag et al, 1992). In der
2000 verdffentlichten Empfehlung des CDC (Center for disease control and pre-
vention) wird die Diagnose einer persistierenden Infektion mittels MIF nicht mehr
empfohlen (Dowell et al, 2000). Neue diagnostische Ansatze zur endgtiltigen Dif-
ferenzierung zwischen akuter und persistierender Chlamydieninfektion wurden
2008 vorgestellt. Nach ldentifizierung von 31 C. pneumoniae Antigenen konnte
anhand der unterschiedlichen Antikérper- und Antigenkonstellationen im Serum
eine Unterscheidung zwischen akuter und persistierender Infektion erfolgen (Bunk
et al, 2008). Ob dieser neue diagnostische Ansatz sich in der Chlamydien-

diagnostik bewahren wird, bleibt abzuwarten.

In vitro konnte eine Chlamydienpersistenz mit verandertem Entwicklungszyklus

unter anderem durch Antibiotika, Interferon-y und Mangelernahrung der unter-
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suchten Zellkulturen ausgeldst werden (von Hertzen, 2002). Inwieweit die Per-
sistenz eine klinische Bedeutung hat, ist und bleibt anhand der heutigen Studien-
lage unklar. Insbesondere da Miyashita et al in einer prospektiven Studie bei
1,4% der 1028 untersuchten asymptomatischen gesunden Probanden mittels PCR
aus Nasopharynxabstrichen C. pneumoniae nachweisen konnten (Miyashita et al,
2001). AulRerdem konnte im Lungengewebe von COPD-Patienten gezeigt werden,
dass eine chronische C. pneumoniae Infektion im Gegensatz zur akuten Infektion
nicht zu einer Aktivierung des Immunsystems fuhrt (Droemann et al, 2007). Eine
klinische Bedeutung der chronischen Chlamydienbesiedlung bei COPD-Patienten
scheint jedoch in der erhdhten Exazerbationsneigung in diesem Kollektiv zu lie-
gen, so dass die Chlamydien als Wegbereiter flr andere Infektionserreger dienen
konnten (Blasi et al, 2002).

Unsere Ergebnisse zeigen somit zum einen, dass bei Patienten mit Chlamydien-
pneumonie mit einer verzogerten Heilung zu rechnen ist und zum anderen besta-
tigen sie die in der Literatur beschriebenen asymptomatischen akuten und per-
sistierenden Chlamydieninfektionen. Untermauert wird dies durch die zum zweiten
Untersuchungszeitpunkt nachgewiesene stattgehabte Dissemination mit Erreger-

persistenz nach akuter Infektion in der Chlamydiengruppe.

4.5 Unterschiede in der Antibiotikatherapie bei protrahiertem und
unkompliziertem Verlauf

Ein zusatzlicher Einflussfaktor fir den unterschiedlichen Verlauf in unserer Studie
konnte in der initialen Antibiotikatherapie liegen. Patienten mit protrahiertem Ver-
lauf erhielten signifikant seltener eine antibiotische Kombinationstherapie aus ei-
nem Cephalosporin und Makrolid oder eine Fluorchinolon-Monotherapie wie sie
von der S3-Leitlinie zur Therapie der CAP empfohlen wird (Hoffken et al, 2005).
Dieser Unterschied in der Wahl der Antibiotikatherapie ist mdglicherweise darauf
zuruckzufihren, dass die Pneumonie initial als weniger schwer eingestuft wurde.
Auch das jungere Alter dieser Patienten hat vermutlich zu dieser Entscheidung

beigetragen.
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Unter inadaquater Antibiotikatherapie konnte in vitro eine Chlamydienpersistenz
nachgewiesen werden (von Hertzen, 2002). Dartber hinaus beschrieben Miyashi-
ta et al, dass bei zwei von sieben Patienten mit C. pneumoniae Pneumonie nach
chlamydienwirksamer Antibiotikatherapie und nach Sistieren der Symptome, nach
drei und funf Monaten C. pneumoniae kulturell nachgewiesen werden konnte
(Miyashita et al, 2001). Eine mdgliche Ursache fur die Ineffizienz einer in vitro
chlamydienwirksamen Therapie konnte darin liegen, dass die nach unseren Daten
im Anschluss an eine Pneumonie in Monozyten zirkulierenden Erreger gegen

chlamydienwirksame Antibiotika resistent sind (Gieffers et al, 2001).

Auch wenn unsere Daten keinen direkten Zusammenhang zwischen Persistenz
der Chlamydien und einem protrahierten Verlauf nachweisen konnten, zeigen sie
trotzdem, dass die Patienten in Bezug auf den postpneumonischen Verlauf von

einer inital chlamydienwirksamen Therapie profitiert haben.

4.6 C. pneumoniae assoziierte Entwicklung einer COPD

Nach den GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) Kriterien
wird die COPD anhand der Lungenfunktion (Tiffeneau und FEV1) und der Klinik
(Husten, Auswurf, Lebensqualitat) in vier Schweregrade eingeteilt (Rabe et al,
2007). Die COPD ist durch eine gesteigerte Inflammation charakterisiert, die so-
wohl das erworbene als auch das angeborene Immunsystem mit einbezieht und
eine Reaktion auf inhalierte Partikel und Gase darstellt (MacNee, 2008). Hauptrisi-
kofaktor ist das Tabakrauchen. Die inflammatorische Reaktion persistiert auch
nach Nikotinkarenz, so dass insbesondere in den fortgeschrittenen COPD-Stadien

die Inflammation durch eine chronische Infektion perpetuiert sein kdnnte.

Eine C. pneumoniae Infektion wurde mittels PCR bei 15% der COPD-Patienten
(MacNee, 2008) und im induzierten Sputum bei 17% der stabilen Asthma-
Patienten nachgewiesen (Harju et al, 2006).

Folgende Mechanismen unterstitzen die Hypothese, dass C. pneumoniae in der
Pathogenese der COPD, bzw. des Asthma bronchiale eine Rolle spielt: C. pneu-

moniae infiziert unter anderem Epithelzellen, Makrophagen, Endothelzellen und
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glatten Muskelzellen und verursacht chronische Infektionen, die haufig asympto-
matisch sind. Zusatzlich fuhrt die Chlamydieninfektion zu einer Ziliostase in den
Bronchien (Shemer-Avni und Liebermann, 1995) und zu einer vermehrten Produk-
tion von proinflammatorischen Zytokinen (von Hertzen, 2002). Im humanen Lun-
gengewebe konnten Dromann et al ex vivo bei 15% der untersuchten COPD-
Patienten C. pneumoniae nachweisen, ohne dass sich histologisch und immun-
histochemisch eine gesteigerte Aktivitat der infizierten Zellen nachweisen liel3. Im
Gegensatz dazu zeigte sich im Lungengewebemodel nach akuter in vitro Infektion
mit C. pneumoniae eine gesteigerte Immunantwort der Zellen (Drémann et al,
2007). Die Rolle von C. pneumoniae bei akuter Infektion scheint sich somit von

der bei der chronischen Infektion zu unterscheiden.

Hahn et al. waren 1991 die ersten, die einen Zusammenhang zwischen einer aku-
ten C. pneumoniae Infektion und der Entwicklung eines Asthma bronchiale bzw.
einer COPD beschrieben. 1999 wurde eine Studie veroffentlicht, die eine Korrela-
tion zwischen der Hohe der Anti-C. pneumoniae-lgG-Titer und dem Schweregrad
des Asthmas zeigte (Black et al, 1999). In einer im Folgejahr veroffentlichten Ar-
beit wurden bei 1773 Mannern zwischen 45 und 59 Jahren eine Chlamydiensero-
logie sowie eine Lungenfunktion durchgefihrt. Nach funf Jahren erfolgte eine er-
neute Messung der FEV;. Eine erhohte Inzidenz von neu aufgetretenen obstrukti-
ven Atemwegserkrankungen in der Gruppe mit positiver Serologie konnte nicht
nachgewiesen werden (Strachan et al, 2000). Auch in der 2002 von Smieja et al
vorgestellten Studie konnte keine Korrelation zwischen einer positiven Chlamy-
dien-PCR im Sputum oder peripheren Blut und einem Riuckgang der FEV, festge-

stellt werden (Smieja et al, 2002a).

In Ubereinstimmung mit der Mehrzahl der bislang verdffentlichten Studien mit sehr
unterschiedlichem Design konnten auch wir den von Hahn et al gefundenen Zu-
sammenhang zwischen einer C. pneumoniae Infektion und der Entwicklung einer
COPD oder eines Asthmas nicht bestatigen. Hierbei ist zu bertcksichtigen, dass in
unserer Studie in der Akutphase der Pneumonie der Tiffeneauwert in der Pneu-
mokokkengruppe signifikant und bei den Verlaufsuntersuchungen tendenziell nied-
riger lag als in der Chlamydiengruppe. Eine mogliche Ursache konnte das hohere

Alter in der Pneumokokkengruppe sein, da bei alteren Patienten haufiger ein re-
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duzierter Tiffeneauquotient vorliegt (Pellegrino et al, 2005). Eine zusatzliche Erkla-
rung konnte darin liegen, dass in der Kontroligruppe (nicht signifikant) haufiger

eine COPD vorbestand als in der Chlamydiengruppe.

Um einen moglichen Einfluss von C. pneumoniae auf den Verlauf einer COPD und
das Auftreten von akuten Exazerbationen sicher zu beurteilen, ware ein allgemein
akzeptierter Standard in der Labordiagnostik insbesondere auch zur sicheren Dif-

ferenzierung von akuten und chronischen Infektionen erforderlich.

4.7 Zytokine im Sputumuberstand

Als Marker fur die lokale Inflammation in der Lunge wurden in unsere Studie longi-
tudinal Zytokine im Sputumuberstand gemessen. Eine standardisierte Methode
hierfur existiert nicht. Eine 2002 von Keatings et al veroffentlichte Metaanalyse
uber die Messung von Zytokinen im Sputumuberstand stellte folgende Bedingun-
gen fur reproduzierbare Ergebnisse in den Vordergrund:

1. Die Produktion und Verarbeitung des Sputums kann die Konzentrationen
der Zytokine beeinflussen. In unserer Studie wurde das Sputum entweder
spontan oder nach Inhalation mit Kochsalzlésung gewonnen. Die weitere
Verarbeitung erfolgte bei allen Sputen gleich. Die unter 2.4 beschriebenen
Vorversuche zeigten, dass das verwendete DTT zu einer geringeren Wie-
derfindungsrate der Zytokine fuhrte. Da bei allen Sputumproben DTT ver-
wendet wurde und da bisher keine Normwerte flr Zytokine im Sputumu-
berstand festgelegt sind, ist eine Interpretation der Ergebnisse nur im
Gruppenvergleich moglich.

2. Unterschiedliche ELISA produzieren unterschiedliche Ergebnisse. Auch
dies bestatigte sich in unseren Vorversuchen, die parallel mit zwei ver-
schiedenen ELISA durchgeflhrt wurden.

3. Es sollten Spike-Versuche, bei denen Wiederfindungsraten von rekombi-

nanten Zytokinen gemessen werden, durchgefiihrt werden (s. 2.4).

In vitro konnte 1998 von Redecke et al eine erhohte Freisetzung von unter ande-

rem IL-13 und IL-8 aus Alveolarmakrophagen, die mit C. pneumoniae infiziert wa-
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ren, gezeigt werden (Redecke et al, 1998). Im Sputum von COPD-Patienten konn-
ten ebenfalls erhdhte IL-1 und IL-8-Konzentrationen nachgewiesen werden. Au-
Rerdem hatten Patienten, die an einem schwergradigem Asthma erkrankt sind, im
Vergleich zu Patienten mit moderatem Asthma eine erhohte IL-8-Expression im
Bronchialepithel (Shannon et al, 2008). Im Rahmen von akuten Exazerbationen
kam es bei COPD-Patienten zu einem weiteren Anstieg der IL-8-Konzentration
(Chung, 2001). 2003 wurde von Rupp et al eine Imbalance in der Sekretion von
proinflammatorischen IL-138 und antiinflammatorischen IL-1RA in mit C. pneumo-
niae infizierten Alveolarmakrophagen von COPD-Patienten nachgewiesen (Rupp
et al, 2003). Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so ergibt sich die Hypothe-
se, dass uber eine durch C. pneumoniae hervorgerufene Zytokinproduktion eine
uberschielfende pulmonale Inflammationsreaktion mit nachfolgender Schadigung
des Lungenparenchyms mit Entwicklung einer obstruktiven Atemwegserkrankung
ausgelost werden kann. In unserer Studie konnten jedoch weder zum Zeitpunkt
der Pneumonie noch im Verlauf signifikante Unterschiede zwischen Chlamydien-
und Pneumokokkenpneumonien in der IL-1- und IL-8-Konzentration nachgewiesen
werden. Eine Imbalance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen zeig-
te sich ebenfalls nicht. Somit scheint eine akute C. pneumoniae Infektion in vivo im
Vergleich zu anderen Atiologien nicht mit einer GberschieBenden Inflammation in

den Atemwegen assoziiert zu sein.

Die Matrixmetalloproteinasen sind proteolytische zink- und kalziumabhangige Pro-
teasen, die die meisten Komponenten der extrazellularen Matrix abbauen kdnnen.
Unter pathologischen Bedingungen kann es zu einer veranderten Expression und
Aktivitat der Metalloproteinasen mit UberschieRender Inflammation und Gewebe-
schadigung kommen. Bei COPD-Patienten wurden erhdhte Konzentrationen von
MMP-2 und MMP-9 in Alveolarmakrophagen gemessen. Eine gesteigerte MMP-2-
Expression korrelierte dabei mit einem Abfall der FEV4. Die Matrixmetalloproteina-
sen scheinen somit bei der Entstehung des Lungenemphysems im Rahmen der
COPD eine Rolle zu spielen (Baraldo et al, 2007). Daruber hinaus fuhrt Nikotin-
konsum zu einer akuten Erhéhung der MMP-9- und der IL-8-Konzentration (Lim et
al, 2000).

In vitro konnte eine gesteigerte Matrixmetalloproteinase-2-Konzentration in Mono-

zyten aus dem peripheren Blut nach C. pneumoniae Infektion nachgewiesen wer-
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den (Kim et al, 2005). In atherosklerotischen Plaques zeigte sich eine Assoziation
zwischen einer positiven C. pneumoniae PCR und einer gesteigerten MMP-9-
Expression (Arno et al, 2005). Auch aus diesen Ergebnissen lag die Hypothese
zur Entstehung einer obstruktiven Atemwegserkrankung nach C. pneumoniae In-
fektion nahe. In unserer Studie konnten allerdings keine signifikanten Unterschie-
de in der MMP-2- und MMP-9-Konzentration zwischen den Gruppen festgestellt

werden.

Aufgrund der begrenzten Fallzahl in unserer Studie und der beschriebenen me-
thodischen Limitationen in der Sputumdiagnostik kann anhand unserer Daten ein
Unterschied der lokalen Inflammationsprozesse zwischen den Gruppen weder
ausgeschlossen noch bestatigt werden. Das induzierte Sputum kann aufgrund des
mit der Zytokinmessung einhergehenden Aufwands zum Entzindungsmonitoring
nur mit Einschrankung empfohlen werden und ist in der klinischen Routine als In-
dikator oder Verlaufsparameter fir die pulmonale Inflammation bei Pneumonie

keine realistische Option.

4.8 Ausblick

FiUr unsere Studie kann abschlieRend zusammengefasst werden, dass die Patien-
ten mit C. pneumoniae Pneumonie jlunger als Patienten mit Pneumokokkenpneu-
monie waren. Hinsichtlich Geschlecht, Raucherstatus und Vorerkrankungen be-
standen keine relevanten Unterschiede. Im Akutstadium verlauft die Chlamy-
dienpneumonie weniger schwer als die Pneumokokkenpneumonie und geht mit
einer weniger ausgepragten systemischen Entzundungsantwort einher. Allerdings
zeigten die Patienten mit Chlamydienpneumonie im Langsschnitt haufiger eine
verzogerte Rekonvaleszenz, insbesondere wenn die initiale Antibiotikatherapie
nicht chlamydienwirksam war. Diese klinischen Befunde korrelierten nicht mit ei-
nem erneuten Chlamydiennachweis mittels PCR im Blut oder Sputum. Auffallig ist
hingegen, dass die Pravalenz des Chlamydiennachweises in Blutmonozyten nach
Ablauf der akuten Infektion in der Chlamydiengruppe signifikant erhdht ist. Welche
Bedeutung dieser Befund flr Erregerpersistenz und Folgeerkrankungen hat, sollte

in weiteren Studien geklart werden. Fur die Entwicklung einer obstruktiven Atem-
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wegserkrankung nach akuter Chlamydienpneumonie ergaben sich in unserer Stu-
die keine Hinweise. Auch die Messung der lokalen Inflammation im induzierten
Sputum sprach unter Berlicksichtigung der oben genannten methodischen Limita-
tionen nicht fur eine persistierende entzundliche Reaktion nach akuter Chlamy-

dienpneumonie.

Inwieweit eine antibiotische Eradikationstherapie bei C. pneumoniae Pneumonie
sinnvoll ist, wird erst nach Einfuhrung eines allgemein akzeptierten diagnostischen
Goldstandards befriedigend zu klaren sein. Auch wenn die C. pneumoniae Infek-
tion nach derzeitigem Stand nicht kausal mit der Entstehung einer obstruktiven
Atemwegserkrankung oder der Arteriosklerose in Zusammenhang gebracht wer-
den kann, spricht der haufige Erregernachweis in den betroffenen Organen fur
eine Assoziation, deren klinische Bedeutung klarungsbedurftig bleibt. Zusatzlich
bedurfen die Unterschiede, die bei akuten und persistierenden Infektionen gefun-

den wurden, weiterer Aufklarung.
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Chlamydia pneumoniae ist ein obligat intrazelluldares gramnegatives Bakterium,
das Infektionen im oberen und unteren Respirationstrakt hervorruft. Bedingt durch
ihren biphasischen Entwicklungszyklus neigen Chlamydien zur Persistenz. Eine
chronische Chlamydieninfektion wurde mit verschiedenen Erkrankungen wie z. B.
der COPD und der koronaren Herzerkrankung in Zusammenhang gebracht. Um
zu klaren, ob sich C. pneumoniae Pneumonien in der Symptomatik und/oder in der
systemischen und lokalen Inflammation von anderen Pneumonien unterscheiden,
wurden mikrobiologische, laborchemische und klinische Daten von Patienten mit
Chlamydienpneumonie erhoben und mit denen eines Kontrollkollektivs mit Pneu-
mokokkenpneumonie verglichen. Der Vorstellung folgend, dass es nach akuter C.
pneumoniae Infektion zur Persistenz mit erhohter pulmonaler Entziindungsaktivitat
und konsekutiv verzogerter Heilung mit Entwicklung einer obstruktiven Ventilati-
onsstorung kommen kann, wurden uber drei Monate mikrobiologische und klini-
sche Verlaufsparameter erhoben.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die C. pneumoniae Pneumonie im Akutstadium
milder verlauft als die Pneumokokkenpneumonie, aber haufiger zu einem protra-
hierten Verlauf fuhrt. Der verzogerte Heilungsprozess korrelierte nicht mit einem
mikrobiologischen Persistenznachweis, trat aber bei initial nicht chlamydienwirk-
samer Antibiotikatherapie signifikant haufiger auf. Ein gehauftes Auftreten obstruk-
tiver Ventilationsstérungen war nicht nachweisbar. Vier Wochen nach der Chla-
mydienpneumonie konnte vermehrt C. pneumoniae in Monozyten im peripheren
Blut dokumentiert werden, was zu der in vitro gezeigten Transmigration von mit C.
pneumoniae infizierten Zellen Uber die Mukosa in die Blutbahn passt. In Einklang
mit der vorhandenen Literatur konnten auch wir bei im Verlauf asymptomatischen
Patienten aus beiden Kollektiven C. pneumoniae sowohl im Sputum als auch in
Blutmonozyten nachweisen, wobei der Krankheitswert sowohl der akuten als auch
der chronischen C. pneumoniae Infektion unklar bleibt.

Obwohl unsere Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit C. pneumoniae Pneumonie
von einer chlamydienwirksamen antimikrobiellen Therapie profitieren, ist eine mik-
robiologisch gesicherte Eradikation insbesondere aufgrund des erheblichen An-

teils asymptomatischer Trager nicht notwendig.
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7. Anhang
7.1 Abkiirzungen

ATP

BAL

CAP
CAPNETZ
CaptAk
CDC
CHSP 60
CLPS
COPD

C. pneumoniae
CRP
DTT
EDTA
ELISA
FEV-1

g

IL-8

IL-18
IL-1RA
IVC

LRTI

MIF
MMP-2
MMP-9
NaCl

NF

ng

PBS
PCR

P9

Adenosintriphosphat

Bronchoalveolare Lavage

Community acquired pneumoniae
Kompetenznetz ambulant erworbene Pneumonie
Capture- Antikorper

Center for disease control and prevention
Chlamydien-Hitzeschockprotein 60
Chlamydienlipopolysaccharid

Chronic obstructive pulmonary disease
Chlamydia pneumoniae

C-reaktives Protein

Dithiotreitol
Ethylendiamin-Tetraessigsaure-Natrium-Salz
Enzyme linked immuno sorbent assay
Forcierte Einsekundenkapazitat
Immunglobulin

Interleukin-8

Interleukin-1 beta

Interleukin-1 Rezeptor Antagonist
Vitalkapazitat

Lower respiratory tract infection
Mikroimmunfluoreszenz
Matrix-Metalloprotease-2
Matrix-Metalloprotease-9

Natriumchlorid

Nuclear factor

nanogramm

Phosphat buffered saline

Polymerase chain reaction

picogramm
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pO2

SGRQ

S. pneumoniae
Staph. aureus
TIMP-1

TNF

Z\D

Partieller Sauerstoffdruck

St. George’s respiratory questionnaire
Streptokokkus pneumoniae (Pneumokokken)
Staphylokokkus aureus

Tissue inhibitor of metalloprotease-1
Tumornekrosefaktor

Zentralvenoser Druck

72



7. Anhang

7.2 Klinischer Dokumentationsbogen

Teilprojekt A6

Patientennummer :

Erreger :

1. Untersuchung

Datum: .

Ergebnisse

Sputum / BAL / Abs : s. Extrabogen

e St George’s Questionaire : Pkte./ 77 Pkten.
e FEVT1: %
o Kilinik : Fieber : °C

Husten: Ja Nein

Auswurf :

e Mikrobiologie : Chlamydia pneumoniae Pneumokokken

Sonstige Erreger:

e Bemerkungen :
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