Aus der medizinischen Klinik und Poliklinik 11
der Universitat Wurzburg
Direktor: Professor Dr. med. Hermann Einsele

Veranderungen im intestinalen Mikrobiom bei Patienten mit akuter Leuk&mie im
longitudinalen Verlauf

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakult&t
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Mareike Aichholzer

aus Rosenheim

Wirzburg, August 2019




Referent: Prof. Dr. Andreas Geier
Koreferent: Prof. Dr. Oliver Kurzai

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der muindlichen Prifung: 21. Januar 2020

Die Promovendin ist Arztin



Inhalt

1.

BINIEITUNG ..ot 1
AKUEE LEUKAMIE ...ttt ettt 1
Akute myeloische LEUKEMIE ..........c.ooiiiiiiiiiie e 1
Therapie der akuten myeloischen LeUKEAMIE ..........ccoviiiiiiiiiiiiccec e 2
Akute lymphatische LEUKAMIE ..........ocviiiiiiiiecee e 4
Therapie der akuten lymphatischen LEUKEAMIE ............ccoeiiiiiiiiiini e 5
Infektiose Komplikationen bei Patienten mit akuter Leuk&mie ..............cceoveeinee 6
DaS MIKIODIOIM ...ttt 7
Funktion des Darmmikrobioms ..........cocvoiiiiiiiiie e 8
Zusammensetzung des Darmmikrobioms ...........ccccoiiiiiiiicni 8
Die Dysbiose des Mikrobioms als Reservoir fur multiresistente Erreger ................ 9
ZIBLAEr ATDEIL. ... 10
Material und MethOTeN ..........ccoviiiiiii s 12

RS (010 15T 0T (=] o | o PSPPSR 12
LU0 15T a0 TN o] o= OSSP 12
Herangehensweisen an die Mikrobiomanalyse ..........cccoceviiveiiiic i 13
REKEAIADSIIICNE. ... e 13
KIlinische DatenerNebUNQ ..........ccviiiiiee et 14
Ablauf der StuhlprobensammIUNG ..........ccccovieiiie e 15
Laboranalyse der StUNIProben ..........coooiiiii e 16
16s rDNA Sequenzierung durchgefihrt von IMGM Laboratories ........................ 16
DINA TSOIEIUNG ..eeeeitee ettt e aee e 16
16S-AMPHTIKALION.......ooiiiii e 17
Datenbank GENErIErUNG .........cciiviiie ettt 21

Generierung des CIUSTEIS........iiii et 22



S LTo (U1 04 1<) (0 o USSR TRR 23

QUANIEALSKONIIOIIE ... e 23
DAtENANATYSE ...ttt 26
Operational taXONOMIC UNIES ......eveiiiieiiiieeiiee s 27
DIVEISIAISANAIYSE. ... 27

Quantitative Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt von IMGM Laboratories..... 28

Herangehensweise an die Auswertungen der gewonnenen Daten und die statistische

AANBIYSE ...ttt 29
ErgBDNISSE .. 32
Demografische Daten der StUdIENgruPPeN......ccvvoee i 32
GESCNIBCNT. ... 32
Alter, GroRe, Gewicht & Body Mass INUEX ........cccvvvveiiireiiiie e ciee e 33
Besiedlung mit multiresistenten Keimen...........cccvveiiiveiiee i 35
Antiinfektive Behandlung zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe........................ 36

Uberblick tber die Stuhlprobensammlung, die Besiedlung mit multiresistenten Keimen

und den Therapieverlaufs der LEU-Patienten ............cccocveivveeviiecviie e 37
Uberblick tiber die antibiotische Therapie der LEU-Patienten ............cccccoevevvvnne. 40

Vergleich der bakteriellen Diversitat anhand der OTUs zwischen den

ProbandengrUPPEN ......ooouiee ettt 42

Vergleich der bakteriellen Diversitat anhand des Shannon Index zwischen den

ProbandengrUPPEN ......ooiviee et 44

Entwicklung der bakteriellen Diversitdt anhand der OTUs im Therapieverlauf

ausgewahlter LEU-Patienten ..........cccooiiiiiiiee e 45
Vergleich der Bakterienmenge zwischen den Probandengruppen ...........ccccccevveennee. 47
Entwicklung der Bakterienmenge im Therapieverlauf der LEU-Patienten ............... 48

Vergleich des prozentualen Anteils potenziell pathogener Bakterien am Mikrobiom

zwischen der LEU-, IOT- und Kontrollgruppe.........ooovvveeiiiiiee e 50



Klebsiella pneumONI@E .........coviiiiiiiieie e 50
ENLEIOCOCCACEAE ...t o1
Escherichia-Shigella SPP. ....cooviiiiiiie e 51

Vergleich des prozentualen Anteils potenziell protektiver Bakterien am Mikrobiom

zwischen der LEU-, 10T- und Kontrollgruppe..........ccocvveiieiieiiienic e 52
Prevotella SPP. ..o 52
BIAULIA SPP. -+ttt 53
LACNNOSPITACEAE ... ettt 53
RUMINOCOCCACEAE. ...ttt ettt ettt 53

Kultivierte Bakterien als Ausloser von klinischen Infektionen und deren

Vorhandensein im Mikrobiom vor der INfeKtion............vvevveiee e 55

Vier repréasentative LEU-Patienten mit erheblichen Veranderungen des Mikrobioms im

THEraPIEVEITAUT ... et e e 57
PALIENT L ... 57
PALIENT 2 ... 60
PALIENT 7 ..o 63
PALIENT 8 ... 66
DISKUSSION. ...t 69

Veranderungen der bakteriellen Diversitat im Mikrobiom und der Bakterienmenge im

Vergleich zwischen den drei Probandengruppen..........cocvveevieeeciieeecivie e 69

Longitudinale Veranderungen der bakteriellen Diversitat und der Bakterienmenge im

Stuhl der der LEU Patienten ..........ooouvoiiiiiieiieeiie e 70
Veranderungen der Immunreaktion durch das Mikrobiom...............ccccooiiiiincn. 71

Veranderungen des Mikrobioms als erhéhte Infektionsgefahr bei Patienten mit akuter

LUK <. et e e 71

Dominanz des Mikrobioms durch einige wenige Bakterien als Risikofaktor fir

infektiose KOMPHKAtIONEN .......ccovviiiiie e 72



Pathogene oder protektive Bakterien als Einflussfaktoren auf das Outcome der
A 1=] 1 (=] PO P R PPPRR 73

Nachweisbarkeit pathogener Bakterien im Stuhlmikrobiom vor dem Auftreten von

systemischen Blutstrominfektionen mit denselben Bakterien............cccccoovvevineennnen. 77
MethodisChe LIMItAtIONEN.........ccviiiiiie et e e sneeee e 78
1 o] o S STRR 81
ZUSAMMENTASSUNG ...ttt ettt ettt neee s 82
TabelleNVErZEICHNIS.......coiiiie e 83
ADDIIAUNGSVEIZEICANIS ... 84
LIteraturVerZEIChNIS.........ooiie e 87

Veroffentlichung der Ergebnisse der Arbeit...........ccovvviieiiiiniiiie e 94



1. Einleitung

Akute Leukdmie

Die akute Leuk&mie ist eine maligne Neoplasie der lymphatischen oder myeloischen
Vorlauferzelle. Es kommt zu einer ungehinderten Freisetzung von Blasten (unreife, nicht
funktionierende Vorlauferzellen) aus dem Knochenmark in das Blut. Man unterscheidet
zwei Arten von akuter Leukdmie, die akute lymphatische und die akute myeloische
Leukdmie. Die massive Produktion von Blasten verhindert die Bildung von Erythrozyten,
Thrombozyten und Leukozyten. Durch die Panzytopenie kann es zu einer vermehrten
Infektanfalligkeit, einer erhéhten Blutungsneigung und Abgeschlagenheit kommen. Die
akuten Leukamien werden nach der WHO?-Klassifikation eingeteilt (Arber et al., 2016).

Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (im Folgenden als ,,AML® bezeichnet) ist ein sehr
heterogenes Krankheitsbild. Sie tritt mit einer Inzidenz von 3.7 Erkrankungen pro
100.000 Einwohner pro Jahr auf (Roéllig et al., 2017). Die Inzidenz steigt mit dem Alter
an (Rollig et al., 2017). Die akute myeloische Leuk&mie wird anhand der WHO-
Klassifikation in weitere Unterformen unterteilt (Arber et al., 2016). Die relevanten
Parameter sind mikroskopischer, zytogenetischer und molekulargenetischer Art. Die
FAB-Klassifikation (Bennett et al., 1976) konnte fir AML-Patienten, welche mit einer
alloSZT2 behandelt wurden, als prognostischer Marker hilfreich sein (Canaani et al.,
2017). Das Risiko, an einer AML zu erkranken, steigt bei einer Exposition gegentiber
Benzol und ionisierender Strahlung. Patienten, die bereits hamatoonkologische
Vorerkrankungen haben, wie das Myelodysplastische Syndrom, sind einem deutlich
héherem Risiko einer AML Erkrankung ausgesetzt (Dohner et al., 2015). Eine intensive
chemotherapeutische Behandlung erhdht ebenfalls das Risiko an einer AML zu
erkranken. Zuséatzlich zu den oben genannten Symptomen, bedingt durch die
Verdrangung der physiologischen Produktion von Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten, kdnnen die Patienten an leukamischen Infiltrationen, wie Hautinfiltraten,

Hepato- und Splenomegalie leiden. Haufig werden unspezifische Grippesymptome
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beobachtet. Nach ausfiihrlicher Anamnese und korperlicher Untersuchung werden
Laborparameter bestimmt, insbesondere Blutbild und Differentialblutbild. Die
Knochenmarkspunktion stellt einen weiteren wichtigen Eckpfeiler in der
Diagnosestellung der AML dar. Unter dem Mikroskop wird der prozentuale Anteil an
Blasten festgestellt. Ein Anteil von >20% Blasten im Knochenmarkspunktat spricht ftr
eine akute Leuk&dmie. Mit dem Material aus der Knochenmarksbiopsie findet au3erdem
eine Immunophédnotypisierung statt, in welcher verschiedene Oberflachenmarker
bestimmt werden. Die zytogenetische und molekulargenetische Untersuchung erfassen
genetische Alterationen (DoOhner et al., 2016). AuBerdem mussen die Marker fur die
minimale Resterkrankung bestimmt werden, mit deren Hilfe kann das Ansprechen auf die

Therapie evaluiert werden.

Therapie der akuten myeloischen Leukadmie

Bevor in den flinfziger Jahren adéquate Therapien etabliert waren, fiihrte die AML
innerhalb von 5 Monaten bei 50% der untersuchten Patienten zum Tod (Southam et al.,
1951). Erst nachdem die Therapie aus einer Kombination von Cytosinarabinosid und
Daunorubicin eingefiihrt wurde, wurden Remissionsraten von 60% erreicht (Crowther et
al., 1970). Uber die Jahre entwickelten sich die Therapieregime weiter und so werden
heutzutage, abhéngig vom Subtyp der AML, bei jlingeren Patienten mit Daunorubicin
und Cytarabin Remissionsraten von 84% erreicht (Burnett et al., 2013). Insbesondere der
personalisierte Therapieansatz gewinnt zunehmend an Bedeutung (Sallman and Lancet,
2016). Die Therapie wird in die Abschnitte der Induktions- und Konsolidierungstherapie
unterteilt. VVor Therapiebeginn einer neu diagnostizierten AML, wird geprift, ob der
Patient fur eine Hochdosisinduktionstherapie geeignet ist. Hierzu werden
Komorbiditaten, Fitness des Patienten, Leber-/Nierenfunktion und das Alter evaluiert.
Insbesondere bei dlteren Patienten ist die Mortalitat durch die Therapie selbst relativ hoch.
Bei Patientin > 65 Jahren betrdgt die Mortalitdit wihrend der Induktionstherapie 29%
(Kantarjian et al., 2006). Alter sollte jedoch nicht als einziger Faktor fiir diese
Entscheidung herangezogen werden. Es wird empfohlen auf geriatrische Testungen
zuriickzugreifen (Klepin et al., 2013). Wenn der Patient fiir eine intensive Chemotherapie
geeignet ist, wird mit der Hochdosischemotherapie begonnen. Diese besteht aus, in der
Regel, drei Therapietagen Anthracyclinen und sieben Therapietagen Cytarabin (D6hner
et al., 2016).



Nachdem eine Remission ® erreicht wurde, wird mit der Konsolidierungstherapie
fortgefahren. Dabei gibt es die Mdglichkeit der konventionellen Konsolidierungstherapie
und der Konsolidierungstherapie mit autologer Stammzelltransplantation (D6hner et al.,
2016). Die autologe Stammzelltransplantation wird in Deutschland bei AML-Patienten
jedoch kaum noch durchgefiihrt. Bei der konventionellen Konsolidierungstherapie wird
in der Regel mit einer Hochdosis Cytarabin oder einer Kombinations-Chemotherapie
therapiert. Dabei ist man sich tiber die Dosis des Cytarabin noch uneins, diskutiert wird,
ob eine hochdosierte Cytarabingabe von 3000mg/m? notig ist (Burnett et al., 2013). Bei
Patienten zwischen 65 und 70 Jahren scheint eine Hochdosischemotherapie im Anschluss
an die Hochdosisinduktionstherapie keinen Vorteil zu haben (ltzykson et al., 2011). Es
ist noch unklar, wie viele Zyklen an Konsolidierungschemotherapie gegeben werden
sollen. Usus sind momentan zwei bis vier Zyklen. Findet eine autologe
Stammzelltransplantation statt, wird davor nur ein Zyklus Hochdosischemotherapie
durchgefuhrt. Vellenga et al. (2011) zeigten, dass die autologe Stammzelltransplantation
bei Patienten in kompletter Remission nach zwei Zyklen Induktionschemotherapie einen
Vorteil bezlglich der Rezidivraten hat. Es besteht jedoch beziiglich der Uberlebensrate
kein Vorteil im Vergleich zur konventionellen Konsolidierungstherapie. Als weitere
Therapieoption kann die allogene Stammzelltransplantation angesehen werden. Die
Indikation daflr ist streng zu stellen, Nutzen und Risiko flir den einzelnen Patienten
mussen sorgfaltig abgewogen werden (Cornelissen et al., 2012). Die allogene
Stammzelltransplantation wird empfohlen fiir Patienten mit einem Rezidivrisiko von tber
35-40%, wenn die allogene Stammzelltransplantation nicht durchgefuhrt wird. Flr
Patienten mit genetischen Risikokonstellationen empfiehlt man, die Transplantation
durchzufuhren sobald die komplette Remission erreicht wird (Dohner et al., 2016).
Spricht der Patient nicht auf die Induktionschemotherapie an oder bei einem Rezidiv, gibt
es die Moglichkeit einer Salvage-Therapie. Allerdings muss bei diesen Patienten
sorgféltig das Nutzen-Risiko-Verhaltnis dieser Therapie abgewogen werden. Es besteht
keine klare Empfehlung fir eine bestimmte Salvage-Therapie (Ramos et al., 2015).
Invasive mykotische Infektionen stellen eine grolRe Komplikation bei der Behandlung der

akuten myeloischen Leukamie dar. Aus diesem Grund sollte sowohl wahrend der

% Sowohl klinisch, als auch radiologisch sind keine Nachweise der Erkrankung Gber einen bestimmten
Zeitraum moglich (HEROLD, G. 2016. Innere Medizin, Herold, Gerd.)



Induktionstherapie als auch bei einer Graft versus Host Disease nach einer allogenen
Stammzelltransplantation eine prophylaktische Behandlung mit Posaconazol
durchgefiihrt werden (Déhner et al., 2016). Die 5-Jahres-Uberlebensrate der AML liegt
in Deutschland bei 22.8%, mit steigendem Lebensalter sinkt die Uberlebensrate, wobei
sie erst ab einem Alter von Uber 75 Jahren deutlich niedriger wird mit 5.3% (Pulte et al.,
2016). Die 1-Jahres-Uberlebensraten der AML-Patienten sind seit 1973 in Schweden
kontinuierlich jedes Jahr in allen Altersklassen angestiegen. Bei den 5- und 10-Jahres-
Uberlebensraten zeigte sich auch eine Verbesserung in den meisten Altersgruppen mit
Ausnahme der Altersgruppe > 80 Jahre. Der Grund dafiir sind vielleicht optimierte
Therapiekonzepte und das Anwenden der allogenen Stammzelltransplantation. Bei
Patienten, die vor der AML an einem multiplen dysplastischen Syndrom erkrankt waren,
zeigte sich kein Aufwartstrend in den Uberlebensraten (Derolf et al., 2009).

Akute lymphatische Leukamie

Die akute lymphatische Leukdmie (im Folgenden als ALL bezeichnet) ist ebenfalls ein
sehr heterogenes, seltenes Krankheitsbild. Die Gesamtinzidenz betragt 1.4 pro 100 000
Einwohner pro Jahr (Wartenberg et al., 2008). Es gibt zwei Haufigkeitsgipfel, der erste
in den Lebensjahren 2-5, der zweite ab dem Lebensalter 60 (Wartenberg et al., 2008). Es
existiert momentan keine eindeutige Therapieempfehlung auRerhalb von Studien.
Patienten sollten daher klinischen Studien zugeflihrt werden oder anhand der Gokbuget-
Therapieempfehlungen therapiert werden. Die ALL wird durch die WHO Klassifiziert.
Die WHO ordnet die ALL als Precursor Lymphoid Neoplasm, welches vom B-Zell- oder
T-Zell-Typ sein kann, ein. Die auslésenden Faktoren einer akuten lymphatischen
Leukdmie kénnen meist nicht identifiziert werden. Die genauen Pathomechanismen sind
noch nicht bekannt. Intrinsische Ursachen kénnen genetische Alterationen (Trisomie 21,
Defekte in DNA-Reparaturmechanismen) sein. Durch eine externe Schadigung des
Knochenmarks, wie zum Beispiel radioaktive Strahlung oder myelotoxische
Chemotherapeutika, kann es ebenfalls zu einer ALL kommen (Gokbuget et al., 2012).
Die Patienten leiden oft an unspezifischen Grippesymptomen. Durch die Trizytopenie
kommt es zu oben bereits genannten Symptomen. Die Krankheitssymptomatik aggraviert
meist innerhalb weniger Tage. Zur Diagnosestellung sind folgende Untersuchungen
ublich: Blutbild, mikroskopische Untersuchung des Blutausstriches,

Knochenmarksuntersuchung und Liquordiagnostik (zum Ausschluss einer Meningeosis



leucaemica). Mit dem Material aus der Knochenmarkspunktion wird spezielle
Diagnostik, wie die Immunphanotypisierung, molekulargenetische und zytogenetische
Untersuchung, durchgefihrt. Zum Staging sind aullerdem eine Bildgebung
(Rontgenthorax, abdominelle Sonografie), ein EKG, eine Echokardiografie und
infektiologische Untersuchungen (zum Ausschluss Hepatitis B/C, HIV) erforderlich. Es
gibt verschiedene Faktoren, die den Therapieverlauf beeinflussen. Patienten uber 55 Jahre
scheinen eine unglnstigere Prognose zu haben im Vergleich zu Patienten unter 25 Jahren,
auBerdem ist eine hohe Leukozytenzahl zu Beginn der Therapie als negativer
Prognosefaktor bekannt (Bassan and Hoelzer, 2011). Der Immunphanotyp, die
Zytogenetik und Molekulargenetik haben ebenso einen Einfluss auf die Prognose des
Patienten (Bassan and Hoelzer, 2011). Eine hohe Leukozytenzahl von (ber 30.000
Leukozyten/pl bei einer B-Vorlaufer-ALL stellen genauso wie der Subtyp einer pro B-,
early T- und einer reifen T-ALL unglnstige Prognosefaktoren dar. Zudem konnen
zytogenetische und molekulare Aberrationen und das Vorhandensein einer minimalen
Resterkrankung, wie ein hohes minimales Resterkrankungsniveau nach der
Frihkonsolidation bzw. der Anstieg der minimalen Resterkrankung unter der Therapie,
auf eine ungiinstige Prognose hinweisen (Gokbuget et al., 2012). Laut den GMALL-
Therapieempfehlungen werden Patienten in eine Hochrisikogruppe und eine
Standardgruppe eingeteilt. Diese Einteilung ist wichtig fur die spatere

Therapieentscheidung.

Therapie der akuten lymphatischen Leuk&mie

Die Therapie unterteilt sich in folgende Abschnitte: Induktions-, Konsolidierungs-,
Erhaltungstherapie und die ZNS-Rezidivprophylaxe. Die komplexe Therapie findet unter
Verwendung von verschiedenen Kombinationen der Substanzen Dexamethason,
Cyclophosphamid, Vincristin, Anthrazyklinen, Mercaptopurin, Cytarabin, Methotrexat,
Asparaginase statt. Bei dlteren Patienten und Patienten mit bcr-abl positiver ALL, muss
die Therapie angepasst werden. Die allogene Stammzelltransplantation ist eine
Therapieoption nach Erreichen der Remission. Die Risiken einer Transplantation
(Mortalitat bis zu 30% (Bassan and Hoelzer, 2011)) mussen gegen den Nutzen
abgewogen werden. Die GMALL-Studiengruppe empfiehlt bei Hochrisikopatienten in
Erstremission eine allogene Stammzelltransplantation durchzufuhren. Bei Patienten in

der Standardrisikogruppe wird die Entscheidung anhand des Vorhandenseins eines



molekularen Rezidivs (minimale Resterkrankung >107*) gefallt. Bei Patienten in
Zweitremission wird empfohlen, moglichst schnell eine Transplantation durchzuftihren.
Vor einer Transplantation sollten sich die Patienten, wenn mdglich, in einer Remission
befinden. Da die Gefahr eines ZNS-Befalls bei der ALL hoch ist, missen die Patienten
prophylaktisch behandelt werden. Die besten Ergebnisse erzielt eine Kombination aus
intrathekaler Methotrexatgabe, einer Hochdosisgabe Methotrexat und Cytarabin sowie
einer Radiatio des Schéadels (24 Gy) (Gokbuget et al, 2012). Obwohl die
Induktionstherapie der ALL sehr gute Ergebnisse beziiglich des Erreichens einer
kompletten Remission erzielt (91% (Rowe et al., 2005)), liegen die 5-Jahres-
Uberlebensraten der ALL aller Altersstufen zusammen bei 62.9% (Wartenberg et al.,
2008).

Infektiose Komplikationen bei Patienten mit akuter Leukamie

Patienten mit akuter Leuk&mie sind besonders infektionsgefédhrdet. Die Patienten sind
haufig aufgrund der Verdrangung der physiologischen Leukopoese und der intensiven
Chemotherapie immunsupprimiert. Infektionen stellen somit einen groRen Anteil der
therapieassoziierten Mortalitdt und Morbiditat dar. Besonders im Rahmen der allogenen
Stammzelltransplantation  steigt das Risiko flur infektiose Komplikationen.
Risikofaktoren flr das Entstehen von Infektionen bei stammzelltransplantierten Patienten
sind vor allem die Dauer und Schwere einer Neutropenie, das Ausmal} der Schadigung
der gastrointestinalen Schleimhaut durch die Hochdosischemotherapie, lokale
mykotische und virale Infektionen und Reaktivierungen von Infektionen in der Phase der
Immunsuppression (Einsele et al., 2003). In der unmittelbaren Zeit nach der
Transplantation sind 90% der identifizierten Pathogene Bakterien. Gram-positive
Bakterien (z.B. koagulase-negative Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. und
alpha-hdmolysierende Streptococcus spp.) sind haufiger Ausloser der Infektionen,
allerdings gehen Infektionen mit gram-negativen Bakterien mit einer héheren Mortalitat
und Morbiditéat einher (Einsele et al., 2003). Infektionen mit gram-positiven Bakterien
gelangen meist Uber die Infektion des zentralen Venenkatheters in den Blutkreislauf oder
treten bei Patienten mit schwerer Mukositis auf. Es wird vermutet, dass gram-negative
Bakterien durch die beschadigte Mukosa des Gastrointestinaltrakts in die Blutbahn
eintreten (Einsele et al., 2003).



Beispiele fir infektiose Komplikationen sind Infekte des Respirationstrakts, Mukositis,
Diarrhoe, neutropenes Fieber und eine Infektion des Blutkreislaufes. Neutropenes Fieber
ist definiert als eine oral gemessene Temperatur Uber 38.5°C oder eine zweimalig im
Abstand gemessene Temperatur von (ber 38.0°C. Dabei muss die absolute
Neutrophilenanzahl unter 0.5 x 10°/Liter betragen (de Naurois et al., 2010). So missen
die meisten Patienten im Laufe ihrer Behandlung mit antiinfektiven Medikamenten
(Antibiotika, Virustatika, Antimykotika) behandelt werden, um schwere Komplikationen
zu verhindern. Inshesondere bei Patienten mit AML ist eine Prophylaxe mit
Antimykotika, wie Posaconazol, etabliert (Cornely et al., 2007). In den friihen neunziger
Jahren waren gram-negative Bakterien die Hauptausldser von Bakteriamien im Rahmen
von neutropenem Fieber. Diese wurden vor allem mit einem Cephalosporin der ersten
Generation plus einem Aminoglykosid behandelt. Die antibiotische Therapie fokussierte
sich Uber die Jahre weiterhin auf gram-negative Bakterien, vor allem auf Pseudomonaden
und Enterobacteriaceae. Wahrend der letzten Jahre stieg die Anzahl von multiresistenten
gram-negativen Bakterien und auch der Anteil von gram-negativen Auslésern von
Bakteridmie bei neutropenem Fieber an (Blennow and Ljungman, 2016) . Zu den
multiresistenten Bakterien zéhlen unter anderen die multiresistenten gram-negativen
Bakterien (3 MRGN*, 4 MRGN®, ESBL® produzierende Bakterien), die Methicillin
resistenten Staphylokokken (MRSA) und die Vancomycin-resistenten Enterokokken. Die
multiresistenten gram-negativen Bakterien sind ein Risikofaktor fiir eine hdhere
Mortalitat bei Patienten mit hamatologischen Neoplasien (Marin et al., 2015). Gudiol et
al. (2011) zeigten, dass Patienten mit multiresistenten gram-negativen Keimen initial oft

eine falsche empirische antibiotische Therapie bekommen haben.

Das Mikrobiom

Das Mikrobiom setzt sich aus allen Mikroorganismen zusammen, die in und auf dem
Menschen leben. Im menschlichen Darm befinden bis zu 10'* Bakterien. Die meisten
Bakterien gehoren zu den vier Phyla der Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria und

Bacteroidetes (Costello et al., 2009). Die Diversitat des Mikrobioms kann unter anderem

4 Resistent gegentiber 3 der 4 Leitsubstanzen (Acylureidopenicilline, Cephalosporine der Generation 3
und 4, Fluorchinolone, Carbapeneme)

® Resistent gegentiber allen 4 Leitsubstanzen

& Extendend spectrum betalactamase



mittels der alpha- und der beta-Diversitat beschrieben werden. Die alpha-Diversitét
beschreibt die Anzahl verschiedener Spezies innerhalb einer einzigen Probe, wahrend die
beta-Diversitat die Anzahl verschiedener Spezies zwischen mehreren Proben vergleicht
(Whittaker, 1972).

Funktion des Darmmikrobioms

Die Mikroorganismen leben in einer Symbiose mit den menschlichen Zellen. So
beeinflussen die Mikroorganismen zum Beispiel das lokale Immunsystem des Darms. Die
Bakterien werden von Peyer Plaques und dendritischen Zellen aufgenommen.
AnschlieBend wird die Produktion von IgA, ein protektives Immunglobulin der
Darmmukosa, gesteigert. Somit adaptiert sich das lokale Immunsystem der Mukosa an
die Bakterien des Mikrobioms im Darm. Das selektiv produzierte IgA schitzt die Mukosa
vor dem Eindringen der kommensalen Bakterien (Macpherson and Uhr, 2004). Da die
dendritischen Zellen nicht mobil sind und die Bakterien somit nicht in den restlichen
Korper gelangen, wird nur das lokale Immunsystem und nicht das systemische
Immunsystem aktiviert. So wird eine Uberschielende systemische Immunantwort
verhindert (Macpherson et al., 2005). Van der Waaij et al. (1971) etablierte den Begriff
der ,colonization resistance®. Dieser bedeutet, dass die Darmmukosa gegen die
Kolonisation bestimmter Bakterien immun ist. 1971 postulierte seine Arbeitsgruppe, dass
kommensale Bakterien direkt pathogene Bakterien antagonisieren. Im Laufe der Jahre
wurde nachgewiesen, dass kommensale Bakterien das lokale Immunsystem des Darms
aktivieren und somit auch indirekt ein Eindringen pathogener Bakterien in den
systemischen Kreislauf verhindern. Die genauen Bakterien, welche die ,,colonization

resistance* auslosen, sind nicht bekannt (Buffie and Pamer, 2013).

Zusammensetzung des Darmmikrobioms

Die Zusammensetzung des Mikrobioms variiert deutlich zwischen Individuen, auRerdem
kann sich das Darmmikrobiom eines Menschen innerhalb weniger Tage verédndern. So
konnten David et al. (2014) zeigen, dass sich die beta-Diversitat innerhalb eines Tages
nach dem Essen von fleischhaltiger Kost signifikant verandert. Diese schnelle
Veréanderbarkeit des Mikrobioms macht es besonders schwierig, die Einflussfaktoren auf
das Mikrobiom zu identifizieren. Die Unterschiede in der Zusammensetzung des
Mikrobioms zwischen Individuen sind gréier als in einem Individuum im longitudinalen

Verlauf (Eckburg et al., 2005). So veréndert sich das Mikrobiom zwar stetig wéhrend es



Lebens (Dominguez-Bello et al., 2011), das einzelne Individuum hat aber anscheinend
sein eigenes distinktes Mikrobiom. Ding and Schloss (2014) stellten fest, dass man die
verschiedenen Mikrobiome der Menschen trotz der grof3en intra- und interindividuellen
Verénderungen in unterschiedliche Gruppen einteilen kann. Die Zusammensetzung der
Gruppen ist das Ergebnis des lebenslangen Zusammenspiels mehrerer Einflussfaktoren.
Das Mikrobiom wird durch sehr viele verschiedene Faktoren beeinflusst, wie zum
Beispiel die Erndhrung, das Geschlecht und das Bildungsniveau, um nur einige Wenige
zu nennen. Aber auch Medikamente, wie die h&ufig verabreichten
Protonenpumpeninhibitoren, beeinflussen das Mikrobiom (Imhann et al., 2016). Das
Mikrobiom wird nicht nur von extern beeinflusst, sondern hat selbst einen grof3en
Einfluss auf den menschlichen Korper. Es wird im Zusammenhang mit mehreren
Krankheiten, wie zum Beispiel Adipositas, Diabetes mellitus, Depression und nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung untersucht. Im Rahmen von Krankheiten wird das
Gleichgewicht des Mikrobioms gestért und es entsteht eine Dysbiose. Da die
Zusammensetzung des Mikrobioms grofRRe interindividuelle Unterschiede aufweist, ist es
schwer ein ,,normales* oder ,,physiologisches* Mikrobiom zu definieren. Turnbaugh et
al. (2009) postulieren, dass es ein ,,Kern-Mikrobiom* auf dem Level der Gene gibt. Bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 tritt beispielsweise eine Dysbiose des Mikrobioms
auf. Im Vergleich zu gesunden Patienten war der Anteil an Firmicutes bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 deutlich reduziert (Larsen et al., 2010). So ist es interessant, den

Einfluss des Body-Mass-Index auf das Mikrobiom zu untersuchen.

Die Dysbiose des Mikrobioms als Reservoir fir multiresistente Erreger

Das Mikrobiom konnte auch im Zusammenhang mit der Besiedlung von multiresistenten
Keimen eine groRe Rolle spielen. Da die Anzahl der Infektionen mit multiresistenten
Keimen in den letzten Jahren rapide ansteigt, werden sie im klinischen Alltag immer mehr
zum Problem. Infektionen mit multiresistenten Keimen beginnen meist auf der
intestinalen Schleimhaut und werden durch ein intaktes Mikrobiom verhindert (\VVollaard
and Clasener, 1994). Hamatologische Patienten haben ein sehr hohes Risiko flr
Infektionen und die Kolonisation mit multiresistenten Keimen. Bei Patienten mit
allogener Stammzelltransplantation, die im Verlauf eine Infektion mit VRE bekamen,
wurde bereits vor der Bakteridmie im Mikrobiom der Patienten eine Dominanz von VRE
gefunden (Ubeda et al., 2010). Taur et al. (2012) untersuchten das Mikrobiom von 94



Patienten vor und nach einer allogenen Stammzelltransplantation. Die Diversitat des
Mikrobioms nahm ab und es dominierten einzelne Bakterien, wie zum Beispiel aus den
Genera Enterococcus spp., Streptococcus spp. und Proteobacterium spp., das
Mikrobiom. Diese Bakterien waren wiederum mit Bakteridmien assoziiert. Galloway-
Pena et al. (2016) untersuchten die Rolle des Mikrobioms bei infektiésen Komplikationen
von Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie wéhrend der Induktionsphase. Sie
konnten zeigen, dass eine geringe alpha-Diversitat des Stuhlmikrobioms zu Beginn der
Therapie mit der Entstehung von Infektionen zusammenhangt. Diese Arbeitsgruppe
untersuchte allerdings nur Patienten mit einer akuten myeloischen Leukdmie und auch
nur wahrend der Induktionsphase der Chemotherapie. Zudem lie3 die Methodik, welche
ausschlieBlich aus der 16s rDNA Sequenzierung bestand, keine Aussagen zu einer

moglichen Resistenzentwicklung zu.

Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Studie haben wir Stuhlproben von Patienten mit der Erstdiagnose
einer akuten Leukamie (ALL und AML) im longitudinalen Verlauf analysiert, um eine
umfassende Aussage uber die Verédnderungen im Stuhlmikrobiom machen zu kénnen. Da
die meisten Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ,,Antibiotika-naiv* sind,
konnten wir den Einfluss antiinfektiver Therapie auf das Mikrobiom genauer
untersuchen. Neben der 16s rDNA Sequenzierung wurden auch Kultivierungsmethoden

genutzt, um mogliche Antibiotikaresistenzen zu bestimmen.

Folgende Hypothesen wurden bearbeitet: Patienten mit akuter Leukamie haben eine
veranderte Immunitét. Sie sind damit besonders infektionsgefahrdet und weisen schon
bei der Erstdiagnose Veranderungen im Mikrobiom auf. Des Weiteren verandert sich das
Mikrobiom im Therapieverlauf erheblich. Eine Chemotherapie-assoziierte Mukositis,
eine antiinfektive Prophylaxe und vor allem die oft notwendige Therapie mit Antibiotika
beeinflussen das Mikrobiom. Das Mikrobiom wird von einigen wenigen Bakterien
dominiert. Diese Veranderungen stehen in Zusammenhang mit infektiésen
Komplikationen und mdgen diese sogar beglnstigen. Im Vergleich zu Gesunden sind
deutlich weniger potenziell protektive Bakterien und vermehrt potenziell pathogene

Bakterien im Mikrobiom nachweisbar. Pathogene Bakterien, die wahrend einer
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systemischen Infektion in einer Blutkultur identifiziert werden, sind vor dem Auftreten

im Blutkreislauf im Stuhlmikrobiom des Patienten nachweisbar.
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2. Material und Methoden

Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Kohortenstudie. Das
Studienprotokoll wurde von der zustdndigen Ethikkommission unter dem Aktenzeichen
314/12 bewilligt. Der Studienzeitraum begann mit dem Einschluss des ersten Probanden
am 16.01.2014 und endete am 09.11.2015. Als abhéngige Variable wurde das
Stuhlmikrobiom der Teilnehmer festgelegt, welches bei einer Studiengruppe im
longitudinalen Verlauf, bei den zwei anderen Studiengruppen im Querschnitt erhoben
wurde. Als unabhdngige Variable gelten die Grunderkrankung der Probanden (akute
Leukdmie, solider Tumor in Kombination mit der Besiedlung eines multiresistenten
Keims), die damit verbundene antiinfektive Therapie und eine eventuelle Besiedelung

des Darms mit multiresistenten Keimen.

Studiengruppen

Die Stichprobenanzahl betrug N = 66, wobei sich die Probanden auf drei Gruppen
verteilten. Die erste Gruppe (N = 14) mit Patienten, die an akuter Leukamie erkrankt
waren, wird im Folgenden als ,,LEU* bezeichnet. In diese Gruppe wurden Personen
eingeschlossen, die auf Grund einer primaren akuten Leukamie in der Universitéatsklinik
Wirzburg aufgenommen und behandelt wurden. Als primare akute Leukamien galten die
akute lymphatische und die akute myeloische Leukamie. Ausschlusskriterium war eine
stattgefundene Antibiotikatherapie sechs Monate vor Einschluss in die Studie. In der
zweiten Gruppe befinden sich Patienten mit malignen Erkrankungen, die in der
interdisziplindren onkologischen Tagesklinik der Universitatsklinik Wirzburg betreut
und nachgesorgt wurden, im Folgenden als 10T-Probanden bezeichnet. Als
Einschlusskriterium galt eine Besiedlung mit einem multiresistenten Keim. Zu den
nachweisbaren  multiresistenten Keimen zéhlten die Vancomycin-resistenten
Enterokokken (VRE) und die dreifach oder vierfach multiresistenten gramnegativen
Bakterien (3/4 MRGN). Die Keime wurden im Institut fir Hygiene und Mikrobiologie
der Universtitat Wirzburg durch einen Rektalabstrich festgestellt. Die dritte Gruppe (N =

26) war die Kontrollgruppe. In diese Gruppe wurden gesunde Probanden eingeschlossen.
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Eine Antibiotikatherapie innerhalb der letzten sechs Monate vor Abgabe der Proben galt

als Ausschlusskriterium.

Die Teilnahme aller Probanden erfolgte freiwillig und ohne Vergitung. Vor Einschluss
wurden die Probanden ausfiihrlich durch einen Arzt uUber die Studie aufgeklart. Die
Patienten wurden daruber aufgeklart, dass das Mikrobiom der abgegebenen Stuhlproben
bestimmt werden sowie klinische Daten gemal} der gangigen Datenschutzbestimmungen
erhoben und gespeichert werden. Die Probanden willigten schriftlich in die Teilnahme
der Studie ein. Die Probanden konnten die Zustimmung ohne Angaben von Griinden

jederzeit wiederrufen ohne dass ihnen Nachteile entstanden waren.

Herangehensweisen an die Mikrobiomanalyse

Um einen moglichst umfassenden Eindruck von den Einflussfaktoren auf das Mikrobiom
zu bekommen sowie das Mikrobiom von verschiedenen Seiten zu beleuchten zu kénnen,
erfolgte eine Herangehensweise auf vier verschiedenen Ebenen. Neben einer klinischen
Datenerhebung, erfolgten Rektalabstriche der LEU-Gruppe und der IOT Gruppe sowie
die Sammlung von Stuhlproben. Aus den Stuhlproben erfolgte einer Bestimmung der
enthaltenen Bakterien mittels 16s rDNA Sequenzierung. Die Menge der Bakterien wurde
mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Die Details der oben

genannten Erhebungen werden im Nachfolgenden genauer erldutert.

Rektalabstriche

Bei den 10T- und LEU-Probanden wurden im Laufe der Behandlung Abstriche im
Rahmen der Routinediagnostik der Medizinischen Klinik 11 entsprechend den Hygiene-
Richtlinien des Universitatsklinikums Wirzburg (Patienten mit Verdacht auf eine
Infektion oder Besiedelung mit MRGN-Keimen, Patienten mit Kontakt zu auslandischen
Gesundheitseinrichtungen, Patienten im Hochrisikobereich im Rahmen des Aufnahme-
und Entlassscreenings) entnommen. Dazu wurde der Rektalbereich der Probanden
mehrmals mit dem Watteende des Tupfers abgestrichen. Es wurden Abstrichtupfer mit
einem Amies-Transportmedium, welches sich in einem beiligenden Réhrchen befand,
benutzt. Die Tupfer hatten einen Kopf aus Rayon sowie einen Kunststoffschaft. Die
Abstriche wurden anschlieend in das Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der

Universitat Wurzburg transportiert und dort bearbeitet. Dauerte die Zeit bis zur Abholung
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der Proben durch den Transportdienst weniger als zwei Stunden wurden die Proben bei
Raumluft gelagert. Wenn die Zeit bis zur Abholung langer als zwei Stunden betrug,
wurden die Proben fir maximal 24 Stunden bei 4°C gelagert. Von den entsprechenden
Mitarbeitern des Instituts fur Hygiene und Mikrobiologie wurde zunéchst, um
Cephalosporin-resistente gramnegative Stabchen nachzuweisen, eine Kultur auf einem
Selektivagar angelegt. Danach wurde der Phanotyp, durch eine Keimdifferenzierung und
die Anfertigung spezifischer Antibiogramme anhand der Messung der minimalen
Hemmkonzentration, bestatigt. Der Phanotyp konnte zusatzlich durch ein Etest-
Verfahren gepruft werden. Der Resistenzgenotyp konnte ggf. durch eine PCR aus
Kulturen bestimmt (Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Universtat Wirzburg,
2018).

Die Probanden der Kontrollgruppe wiesen keine Risikofaktoren fiir eine Besiedelung mit
multiresistenten Keimen auf. Sie wurden bzgl. einer Besiedelung mit multiresistenten
Keimen befragt. Abstriche wurden von der Kontrollgruppe aufgrund der fehlenden
Risikofaktoren flir eine Besiedlung mit multiresistenten Keimen sowie dem dafir

fehlenden Ethikvotum nicht entnommen.

Klinische Datenerhebung

Bei Erstaufnahme der Patienten aus der LEU-Gruppe wurden klinische Daten erhoben,
wie GroRe, Gewicht und Geburtsdatum. Es erfolgte eine ausfiihrliche Anamnese
bezuglich der Vorerkrankungen der Probanden. Wéhrend des Klinikaufenthalts wurden
die genaue medikamentdse Behandlung der Grunderkrankung sowie die Behandlung
eventueller Komplikationen mittels Antiinfektiva (Antibiotika, Antimykotika,
Virustatika) dokumentiert. Die Komplikationen einer chemotherapeutischen Therapie
wurden ebenfalls in ihrem Verlauf dokumentiert. Als Komplikationen gelten eine
Mukositis, Fieber (Kdrpertemperatur Gber 38,3°C), Lungeninfiltrate (im Rontgenbild des
Thorax), Diarrhoe, Hypotonie (arterieller Mitteldruck unter 100 mmHg), Tachykardie
(Herzfrequenz tber 100 Schlage/Minute) oder ein Anstieg des C-reaktiven Proteins Uber
0.5 mg/dl. In zweiwdchentlichen, alternierenden Abstédnden sowie bei Aufnahme und
Entlassung des Patienten, erfolgte ein mikrobiologisches Routine-Screening. Jede zweite
Woche erfolgten ein Abstrich des Anus und eine mikrobiologische mikroskopische

Untersuchung des Abstriches auf multiresistente Keime. Jede andere zweite Woche
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wurde das Serum des Vollbluts auf Aspergillen-Antigen mittels Enzyme-linked

immunosorbent Assay untersucht.

Bei den 10T-Probanden wurden ebenfalls die GroRe, das Gewicht, der Body Mass Index,
sowie das Alter bestimmt. Es wurden alle mikrobiologischen Untersuchungen, die
Ergebnisse der Routineuntersuchung des Rektalabstriches sowie das Datum der
Erstdiagnose des multiresistenten Keimes notiert. AulRerdem wurde erhoben, wann

zuletzt welche antibiotische Therapie erfolgt war.

VVon Probanden aus der Kontrollgruppe wurde ebenfalls Gewicht, GréRRe, Alter und BMI
notiert. Zudem wurde abgefragt, ob eine dauerhafte Medikation bestand, ob
Risikofaktoren flr die Besiedelung mit multiresistenten Keimen bestanden, ob eine
Besiedelung mit multiresistenten Keimen bekannt war und ob innerhalb der letzten sechs

Monate vor der Stuhlprobenabgabe eine antibiotische Therapie stattgefunden hat.

Ablauf der Stuhlprobensammlung

Ziel dieser Studie ist, das Stuhlmikrobiom der Probanden, welche an akuter Leukdmie
erkrankt sind, Uber einen longitudinalen Verlauf zu beobachten. Dafiir wurden zu
festgesetzten Zeitpunkten Stuhlproben der Probanden gesammelt. Alle Patienten der
Gruppe LEU gaben vor Beginn der Chemotherapie eine Stuhlprobe ab. So konnte der
,hative® Stuhl vor jeglicher Intervention untersucht werden. Patientin mit einer AML
gaben an Tag 14 und Tag 28 der Induktionstherapie eine Stuhlprobe ab. Patienten mit
einer ALL gaben einmal pro Monat eine Stuhlprobe ab. Des Weiteren wurden immer bei
Auftreten von oben genannten Komplikationen Stuhlproben gesammelt. Am Tag der
Stuhlprobenabgabe wurde die genaue antiinfektive Therapie notiert. Der Stuhl von
Teilnehmern aus der Kontroll- sowie der IOT-Gruppe wurde einmalig eingesammelt. Den
IOT-Probanden wurden das Rohrchen sowie die Studienaufklarung auf dem Postweg
nach Hause geschickt. Das R6hrchen hatten sie htchstens 24 Stunden vor ihrem néchsten
Termin in der IOT beftllt und anschlieBend in der IOT abgegeben. Die Probanden aus
der Kontrollgruppe gaben ihre Stuhlprobe, welche nicht alter als 24 Stunden war,
ebenfalls ab. Der Stuhl aller Probanden wurde nach Abgabe innerhalb von 24 Stunden

auf -80°C eingefroren.
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Laboranalyse der Stuhlproben

Die Stuhlproben (insgesamt N = 110) wurden extern von der Firma ,JMGM Laboratories
GmbH* analysiert. Sie wurden auf Trockeneis verschickt und dort bis zur Analyse bei -
80°C gelagert. Es erfolgte eine quantitative Auswertung der Bakterienmenge mittels
quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (im Folgenden als gPCR bezeichnet) und eine
qualitative Auswertung beztiglich der Zuordnung der Bakterien zu ihrer phylogenetischen
Klassifikation mittels 16s rDNA Sequenzierung.

16s rDNA Sequenzierung durchgefiihrt von IMGM Laboratories

Im Folgenden wird dargestellt, wie die Proben von dem externen Labor (IMGM
Laboratories) aufgearbeitet und sequenziert worden sind. Zunéachst wurden die Proben
fur die 16s rDNA Sequenzierung vorbereitet. Dazu wurde die DNA aus den Proben mit
Hilfe eines festgelegten Protokolls isoliert. Die Qualitat der isolierten DNA wurde
uberprift. Anschlielend fand die Erstellung eines Clusters statt. Jede zuvor isolierte und
fragmentierte DNA wird amplifiziert. Die amplifizierten Sequenzen wurden ebenfalls
bezuglich ihrer Qualitat Gberprift, gereinigt und in das Cluster eingeordnet. Dann fand

die Sequenzierung statt, an welche sich die Datenanalyse anschloR.

DNA Isolierung

Genomische DNA wurde mit Hilfe des QIlAamp Fast DNA Mini Kit (Quiagen) isoliert.
Eine A260/A280 Ratio von > 1.8 gab an, dass keine kontaminierenden Proteine in der
isolierten genomischen DNA vorhanden waren. Eine A260/A230 Ratio von > 2.0 (oder
<0.0) zeigte, dass die genomische DNA nicht durch andere organische Bestandteile wie
Guanidium isocyanate, Alkohol, Phenol, Kohlenhydrate verunreinigt war. Diese
Grenzwerte konnten nur auf gepufferte Losungen mit einer definierten lonenstérke
angewendet werden. Nach der Isolation der DNA wurde die Reinheit und Konzentration
der DNA mittels einer Gel-Elektrophorese berprift. 110.0 ng bis 81.1 ug gDNA wurden
aus den Stuhlproben, welche 50 bis 200ng schwer waren, gewonnen. Die Reinheit der
DNA variierte von Probe zu Probe. Intakte genomische DNA stellte sich als klar
kompakter weilRer Streifen auf dem Agarosegel dar. Fir die ersten zwolf isolierten gDNA
Proben wurde exemplarisch eine elektrophoretische Auftrennung auf 1% Agarosegel
durchgefiihrt, wie in Abbildung 1 zu sehen ist. Im Bereich der niedrigen

Molekulargewichte zeigte sich ein leichter Abbau der gDNA, allerdings hatte dies
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wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Amplifikation von DNA Fragmenten mit weniger

als 500 Basenpaaren.
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Abbildung 1. ‘Agarose gel image for isolated gDNA*‘ nach IMGM Laboratories

16S-Amplifikation

Die Strategie der 16S Amplifikation umfasste die Herstellung der Amplikons selbst und
die Vorbereitungen der Amplikon-Bibliothek fiir das Next Generation Sequencing. Es
gab ein inneres und ein &ulleres Index Primer Paar. Das innere Primer Paar band in einem
ersten PCR-Zyklus direkt an einen Zielbereich auf der DNA oder an ein, mittels PCR
amplifiziertes, DNA Produkt. Dieser Primer beinhaltete eine Sequenz, welche in einem
zweiten PCR-Zyklus an die teilweise komplementére Sequenz des duReren Primer Paars
band. Das auf3ere Index Primer Paar enthielt auerdem Adapter (in Abbildung 2 blau und
gelb), welche fur die spéter stattfindende bridge amplification gebraucht wurde. Indem
Proben-spezifisch Index Primer kombiniert wurden, konnten alle singleplex PCR
Produkte gemultiplexed werden und somit in einem einzigen Sequenzierungsdurchgang

sequenziert werden.
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TS = Target specific
fw = forward
rev = reverse
tag TS-fw
TS Primer fw [

target sequence

gDNA, target specific regio

I TS primer rev

adapter index 1 tag
indexprimer 1
) indexprimer 2

tag index2 adapter

>-amplicon + tag ove

T ™ Sequencing primer binding sites -

= Flow-cellbinding sites

Abbildung 2. ‘Scheme oft he 16S amplification strategy‘ nach IMGM Laboratories
Das Primer Paar 314F und 805R wurde ausgewahlt, um die Regionen 3 und 4 des 16S
Gens zu umfassen. Die AmplikongroRe umfasste 465 base pairs. Genaue Informationen

Uber die Primer kénnen der unten stehenden Abbildung 3 entnommen werden.

AL Primer sequence (5’ -> 3’) AL g Reference Amplicon
name (bp) size
341F CCTACGGGRSGCAGCAG 17 (@) 465 b
805R GACTACHVGGGTATCTAATCC 21 (@) P

Abbildung 3. 16S rRNA primer information‘ nach IMGM Laboratories

Nach der Amplifikation, mit einem Zielbereich-spezifischem Primer und den Index-
Primern, wurden alle PCR Produkte auf die Reinheit und ihre GréRe auf einem 2%
Agarosegel geprift. Die entsprechenden PCR Produkte sind in Abbildung 4 und 5

einzusehen.
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Abbildung 4. ‘Agarose gel image for the initial PCR reactions of the samples 1’ nach IMGM

Laboratories
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Abbildung 5. ‘Agarose gel image for the initial PCR reactions of the samples 2° nach IMGM
Laboratories

Die meisten Amplikons zeigten eine gute Qualitat und wurden in die Amplikonbibliothek
aufgenommen. Lediglich 7 Proben (AL 3D 14, AL3D 1, AL9D 14, AL 11 D 137, AL
11 D 31, AL 11 D 17, AL 11 D 5) zeigten keine oder nur sehr lichte Banden in der
Gelelektrophorese. Die Amplifikation dieser Proben wurde unter Verwendung hoherer
DNA-Konzentrationen wiederholt. Vier der wiederholten Proben zeigten ausreichend
gute PCR-Produkte, wie in Abbildung 6 zu sehen ist.

AL3D14
AL3D1
AL9D 14
AL11D 137
AL11D 31
AL11D 17
AL11DS5
Pos. C
NTC

bp:

1000
500

100

Abbildung 6. ‘Agarose gel image for the repeated PCR reactions of the 7 failed
samples’ nach IMGM Laboratories
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Fur die drei anderen Proben, deren Amplikons keine ausreichende Qualitat hatten, wurde
die PCR nochmals mit hoheren DNA Konzentrationen wiederholt, wie in Abbildung 7
zu sehen ist. Die Proben AL 3 D 14 und AL 3 D 1 zeigten wieder keine ausreichenden
PCR-Produkte.

AL3 D14
AL3D1
AL11DS
Pos. C
NTC

bp:

1000 g

500

100 (i

Abbildung 7. ‘Agarose gel image for the repeated
PCR reaction of twice failed samples’ nach IMGM
Laboratories

Die amplifizierte DNA wurde dennoch zur Generierung der Datenbank verwendet.
Allerdings war die Wabhrscheinlichkeit gering, dass gute Reads wahrend der

Sequenzierung generiert werden konnten.

Datenbank Generierung

Die Amplikons wurden zunéchst gereinigt. Dies geschieht mit der ,,solid phase reversible
immobilisation paramagnetic bead-based” Technologie. Die gereinigte Amplikons
wurden mit Hilfe des SequalPrep Normalization Plate Kit auf eine equimolare
Konzentration gebracht. Daflir wurden mindestens 250 ng DNA bendtigt. Bei den Proben,
die in der Gel-Elektrophorese nur ein blasses Band zeigen, konnte dieses Kriterium nicht
voll erflllt werden und dadurch wurden beim Next Generation Sequencing weniger
Reads aus diesen Proben erwartet. AnschlieRend wurde eine Datenbank aus allen Proben
erstellt. Die Proben wurden in gleichen Mengen zu der Datenbank hinzugeflgt. Die
Datenbank bestand aus single stranded DNA Fragmenten mit Adaptern fir die
Sequenzierung und den Index Primern. Der Pool wurde dann wieder gereinigt und auf
eine equimolare Konzentration gebracht. Vor und nach der Aufreinigung der Amplikons
wurde die Integritdt und die Spitzenwertverteilung der PCR Produkte mittels ,,the High
Sensitivity DNA LabChip Kit* ermittelt. Um die Stuhlkonzentration jeder Probe in ng/ul
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zu bestimmen, wurde das hoch sensitive fluoreszierende Qubit SDNA HS Assay Kit
benutzt. 1 pl jeder Probe wurde mit einem gewissen Standard aus dem Kit verglichen und
so die Konzentration bestimmt. Die DNA Konzentration wurde anhand folgender
Gleichung berechnet:

Konzentration [nM]

= <K0nz. [ng/ul] x 108/ (660 %x Anzahl der base pairs))

Da fiir die Sequenzierung single stranded DNA bendtigt wurde, wurde der gesamte Pool
mit NaOH denaturiert. Die Sequenzierung fand schliellich bei einer Konzentration von

5 pM und mit einer ,,10% PhiX v3 control library spike-in“ von Ilumina Inc. statt.

Generierung des Clusters

Fur die Generierung des Clusters sowie fiir die Sequenzierung wurde die MiSeq Control
Software v2.5.0.5. benutzt. Zuerst erfolgte die Herstellung der Cluster. Cluster
entsprechen Arealen auf den MiSeq flow cells (Glasobjekttrédger), an denen die
amplifizierte ssSDNA aus dem Pool gebunden war, wie in Abbildung 8 zu sehen. Die
Herstellung der Cluster erfolgte durch bridge amplification. Dabei wurden die sSDNA
Fragmente auf der flow cell gebunden. Dies geschah durch jeweils einen Adapter an
beiden Enden der ssDNA, welcher bei der Amplifikation hinzugefligt wurde. In mehreren
Zyklen wurden die ssDNA Fragmente amplifiziert. AnschlieBend fand die Sequenzierung
statt.
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Abbildung 8. Schema der bridge amplification nach IMGM Laboratories

Die Cluster Dichte betrug 754 + 116 k/mm2. Dieser Wert war hoher, als die optimale

Clusterdichte, welche von Illumina Inc. empfohlen wurde. Allerdings konnte die Dichte

22



des Clusters aufgrund unterschiedlicher Probeneigenschaften variieren. Diese
Clusterdichte war trotzdem noch in einem Bereich, in welchem hoch qualitativen Reads

erwartet werden konnten.

Sequenzierung

Primer banden an die Adaptersequenzen der amplifizierten DNA Fragmente. Die
Sequenzierung fand mittels Synthese (sequencing by synthesis) statt. In jedem
Sequenzierungszyklus wurden Nukleotide (A, T, G, C) auf die flow cells gesplt. Diese
Nukleotide waren mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Pro Zyklus band
ein passendes Nukleotid mit Hilfe der DNA Polymerase an den wachsenden DNA Strang.
Nach jedem Zyklus wurden die Uberschissigen Nukleotide weggespilt und die
eingebauten Nukleotide wurden durch ihre fluoreszierende Markierung identifiziert. Die
Sequenzierung fand in jedem Zyklus bidirektional statt, so dass an beiden
komplementaren DNA Strangen Nukleotide gebunden wurden. Es entstanden neue
Fragmente (Read 1 am Sense DNA-Strang und Read 2 an der antisens DNA) mit einer
Lange von 250 Basenpaaren. Da die Sequenzierung in zwei Richtungen stattfand,

resultieren jeweils zwei Fragmente mit je 250 Basenpaaren.

Qualitdtskontrolle

Durch die SAV Software wurden technische Qualitatsparameter, wie der prozentuale
Anteil der Q 30 Basen, die optimale Clusterdichte, der Ertrag der Sequenzierung und die
Anzahl der Reads, die am Ende der Sequenzierung flr die endgultige Datenanalyse zur

Verfligung stehen, Uberprift. Die Normwerte dieser Parameter sind in Abbildung 9

einzusehen.
BT Q 30 Optimal gluster Seq_uence Filter passed clus-
bases density yield ters
: 75-85Gb .
lllumina >75% | 467-583K/mm2 | 12-15 Mio. < 12-15 Mio.
Specification reads (< 100%)

Abbildung 9. MiSeq technische Qualitatsparameter nach Illumina Inc.

Der wichtigste qualitative Parameter war der prozentuale Anteil der Q30 Basen, dieser
sollte tiber 75% liegen. Jede Base hat einen Phred Score (Q). Dieser berechnete sich wie
folgt: Q = —10log;o P . Wobei ,P“ die Fehlerwahrscheinlichkeit einer falsch

eingebauten Base darstellte. Beispielsweise hatte eine Base mit einem Phred Score von
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30 die Wahrscheinlichkeit von 1 zu 1000, dass sie fehlerhaft in den wachsenden DNA
Strang eingebaut wird. Die optimale Clusterdichte war ebenfalls ein wichtiger Parameter
bezliglich der Qualitat der Sequenzierung. Sie sollte zwischen 467 und 583 K/mm?
betragen. War das Cluster zu licht, ist das Outcome der Sequenzierung geringer. War das
Cluster zu dicht, gingen zu viele Sequenzen verloren, da sie wegen vermischter Cluster
Amplifikationen aussortiert wurden. Des Weiteren beeinflussten die Eigenschaften der
Proben die Clusterdichte. Der Ertrag des Sequenzierungsprozesses war abhéngig von der
Clusterdichte und damit wiederum von den Eigenschaften der DNA Proben und der
Ausstattung der flow cells. Der Zielbereich des Ertrags, der zwischen 12 bis 15 Millionen
Reads lag, wurde anhand einer Sequenzierung unter Gebrauch der MiSeq v2 Reagenzien,
einer optimalen Probe und optimalen Clusterdichte festgelegt. Proben mit verschiedenen
Eigenschaften konnten allerdings zu zu hohen oder niedrigen Clusterdichten fiihren und
damit in einer niedrigeren Read-Anzahl der Sequenzierung resultieren. Die Anzahl an
Reads, die am Ende der Sequenzierung fur die endgultige Datenanalyse zur Verfligung
standen, wurden ,,Filter passed clusters® genannt. Dieser sollte bei unter 100% liegen.
Dieser Parameter war wiederum auch von der Clusterdichte abhangig, welche selbst

durch die Eigenschaften der Proben beeinflusst wurde.

In Abbildung 10 sind die Werte der Qualitatsparameter fiir die Proben der vorliegenden

Studie einzusehen.

Parameter | Q30 bases Cluster density Sequencing yield Filter-passed clusters
Of’/:‘h”:d 75.7% 754 +/- 116 k/mm? 17.6 Gb 15 Mio (85.5%)

Abbildung 10. Qualitatsparameter der Sequenzierung der vorliegenden Studie nach IMGM Laboratories

Der Prozentanteil von Q30 Basen, wurde mit 75.7% erfullt. Die Clusterdichte lag, wie
oben beschrieben, tber dem empfohlenen Wert. Der Ertrag der Sequenzierung lag bei
17.6 Gb, und damit auf einem sehr hohen Wert. Die Anzahl an Reads, die am Ende der
Sequenzierung flr die endgultige Datenanalyse zur Verfugung standen, war mit einer
absoluten Anzahl von 15 Millionen und einem Prozentanteil von 85.5% ausreichend.
Diese Anzahl an , filter-passed clusters* flihrte zu 540 bis 217533 Reads pro Probe. Nur
die Proben AL 3 D 14 mit 540 Reads und AL 3 D 21 mit 2101 Reads, hatten zu wenig

Reads und wurden aus der Auswertung herausgenommen. Somit betrug die niedrigste
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Anzahl an Reads 19671 fur die Probe 10T 27 und alle anderen Proben wiesen genligend

Reads auf.

Um die Qualitdt der Reads zu evaluieren, wurde der durchschnittliche Phred-Score
berechnet. Dieser wurde grafisch vor (wie in Abbildung 11 zu sehen) und nach dem
Zusammenfiihren (wie in Abbildung 12 zu sehen) und Kirzen der Basen gegen den
prozentualen Anteil an Sequenzen aufgetragen. Es zeigte sich, dass ein groRRer Anteil der
Basen einen hoch qualitativen Phred-Score besitzen.

Quality distribution
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Abbildung 11. ‘Mean PHRED Score distribution before merging and trimming of
reads nach IMGM Laboratories

25



Quality distribution

N
O N B O OO N B O

% sequences

lIlIIlIIIlIIIlIIlIlIlIlIIlIlIlIIII

average PHRED score

Abbildung 12. ‘Mean PHRED Score distribution after merging and trimming of
reads‘ nach IMGM Laboratories

Datenanalyse

Fur die Darstellung und die Evaluation des Sequenzierungsvorgangs wurde die llumina
Software MiSeq Reporter (MSR) v 2.5.1.3 sowie der Illumina Sequence Analysis Viewer
(SAV) v 1.9.1 genutzt. Die grobe Datenanalyse sowie die Qualitatskontrollen fanden mit
Hilfe der MSR software statt. Es wird der ,,FastQ only processing pipeline* benutzt.
Damit wurden die Adaptersequenzen der 3°‘-DNA-Enden entfernt. Sdmtliche Reads,
welche flr die endgiltige Datenanalyse eine entsprechende Qualitat besalen, werden
demultiplexed. Die Rohdaten (Read 1 und Read 2 jeder Probe) wurden in die CLC
Genomics Workbench v 8.0.2 importiert. Reads, welche nicht entsprechende
Qualitatsparameter besalRen, wurden durch das Programm aussortiert. Die tiefergehende
Datenanalyse fand ebenfalls mit der CLC Genomics Workbench v 8.0.2 und dem darin
beinhalteten Modul ,,microbial genomics* statt. Read 1 und Read 2 jeder Probe wurden
zusammengefigt, indem sich Uberlappende Sequenzen benutzt wurden. Auflerdem
wurden die minimale Lange der sich (berlappenden Sequenzen und die
Wabhrscheinlichkeit potenziell falsch sequenzierten Basenpaare bestimmt. Unter
Berucksichtigung der Qualitat der Basen, der Read-Lange und Target-spezifischen

Primersequenzen fand eine Kirzung der Reads statt. Sequenzen mit einer L&nge von unter
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400 Basenpaaren wurden aussortiert. Sequenzen mit einer Lange von (ber 400

Basenpaaren wurden auf diese Lange gekurzt.

Operational taxonomic units

Die Ubrig gebliebenen, hoch qualitativen Sequenzen wurden mit einem 99% ,,identity
threshold* ,,operational taxonomic units* (im Folgenden OTU) zugeordnet. Dies geschah
auf der Grundlage der SIVA 16S rRNA Datenbank. Chimdre Sequenzen und Artefakte
wurden dabei aussortiert. Die phylogenetische Klassifizierung fand anhand des OTU
Clusterings statt. Insgesamt wurden 13460 verschiedene OTUs identifiziert. Der
Prozentsatz, der die verschiedenen OTUs definiert, war mit einem Minimum von 0.1%
und einem Maximum von 2.5% pro Probe relativ gering. Das wies auf eine hohe Anzahl
an replizierten Reads hin, welche die Anzahl an minimal notwendigen Replikationen weit
uberschreitet. Daraus lie sich schlieRen, dass die Anzahl an analysierten Reads die

gesamte Population gut reprasentierte.

Diversitdtsanalyse

Die alpha-Diversitat konnte mit verschiedenen Methoden bestimmt werden. Zum einen
wurde die Rarefaction-Methode eingesetzt. Mit dieser Methode, konnten Diversitaten
verschieden grofRer Proben verglichen werden (Simberloff, 1972). Die Diversitaten
wurden mit Artensattigungskurven dargestellt. Die Anzahl der OTUs (y-Achse) wurde
gegen die Anzahl an Reads (x-Achse), die pro Probe sequenziert wurden, aufgetragen.
Wurde die Kurve bei einer steigenden Anzahl an Reads flacher, war die
Wahrscheinlichkeit, dass bei einer ausfihrlicheren Sequenzierung mehr OTUs

identifiziert werden, sehr gering.
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In Abbildung 13 sind die Artenséttigungskurven der analysierten Proben dargestellt. Die
meisten Kurven wurden mit steigender Anzahl an OTUs flacher. Mit einer
weitergehenden Analyse von einer hheren Anzahl an Reads wiirden somit relativ wenig

neue OTUs identifiziert werden.

Number of 0TUs

Number of 0TUs

Abbildung 13. Artensattigungskurve nach IMGM Laboratories

Mittels der Shannon entropy (H) wurde die Unsicherheit in der richtigen Bestimmung
einer Spezies berechnet, wenn diese wahllos aus der Probe herausgenommen wurde
(Shannon, 1948). Die Ergebnisse der oben genannten Berechnungen wurden sowohl

grafisch als auch in Tabellenform angegeben.

Quantitative Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt von IMGM Laboratories

Die gPCR wurde zur Quantifizierung der Bakterienkonzentration im Stuhl pro Probe (ng
Bakterien/mg Stuhl) durchgefihrt. Die genomische DNA wurde auf 0.01 bis 10.00 ng pro
Reaktion verdinnt. Sie wurde anschlielfend in dreifacher Ausfiihrung der absoluten
Quantifizierung mittels dem Femto Bacterial DNA Quanitfication Kit zugefiihrt. Mit
dieser Methode konnte bakterielle DNA vor dem Hintergrund von mykotischer,
menschlicher oder viraler DNA selektiv quantifiziert werden. Dazu wurden Primer,
welche fiir den Zielbereich des 16s RNA Gens spezifisch waren, angewendet. Die
absolute qPCR Quantifizierung wurde im Vergleich zur Standardkurve der Escherichia

coli DNA durchgefiihrt. Dazu wurde eine lineare Trendkurve erstellt und die Gleichung
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der linearen Regression angewendet. Diese Berechnungen fanden mit Hilfe der Viia 7
RUO softwarte v1.2.3 statt. AuRerdem wurde der CT-Wert berechnet. Die Abkurzung
stand fiir ,.cycle-threshold“. Dieser Wert gab an, ab welchem Punkt eine Kurve
exponentiell zu wachsen begann (Bunse et al., 2005). Im Allgemeinen sollten CT-Werte
uber 32 mit Vorsicht behandelt werden, da diese oft eine falsch hohe Amplifikation
bedeuten. Die Proben der AL-Patienten wurden vier Zeitpunkten zugeordnet: Leukemia
inital diagnosis (alle Proben, die vor dem Beginn einer Chemotherapie abgegeben
wurden), Leukemia treatment (alle Proben, die wahrend einer Chemotherapie abgegeben
wurden), Leukemia end of treatment (alle Proben, die nach einer Chemotherapie
abgegeben wurden), Leukemia after allo SZT (alle Proben, die nach einer allogenen
Stammzelltransplantation abgegeben wurden). Als lower limit of quantification (LLOQ)
wurde bei der Durchfuihrung der gPCR 20pg festgelegt. Folgende Proben zeigen nach der
gPCR zu hohe durchschnittliche CT-Werte (jeweils in Klammern hinter dem
Probennamen angegeben). Entweder betragen sie >30 oder sind hoher als der LLOQ-
Standard: AL 3 D 19 (30.2), AL 3 D1 (32.1), AL 3D 14 (31.9), AL 11 D 18 (29.3), AL
11 D 6 (30.3). Die Probe KG 25 zeigte eine sehr hohe Standardabweichung. Die qPCR
der Proben AL3 D 19, AL3 D1, AL3 D 14, AL 11 D 18, AL 11 D 6 und KG 25 wurde
wiederholt. Nach der wiederholten gPCR zeigten die Proben AL 3 D 14, AL3 D 1, AL
11 D 6 immer noch zu hohe CT-Werte, so dass keine oder nur eine vernachlassigte Menge
an DNA nachgewiesen werden kann. In allen Proben, welche einen ausreichenden CT-
Wert vorwiesen, betrugen der minimale durchschnittliche CT-Wert 17.9 und der
maximale durchschnittliche CT-Wert 34.9. Die minimale Bakterienmenge (ng/mg Stuhl)
betrug 0.000 und die maximale Menge 165.062. Die minimale Standardabweichung war
0.00 und die maximale 24.415.

Herangehensweise an die Auswertungen der gewonnenen Daten und die statistische

Analyse

Die statistischen Berechnungen wurden mit SPSS v23, Excel Microsoft 2013 und Graph
Pad Prism Version 6 vorgenommen. Fur die demografischen Daten der Probanden (Alter,
GroRe, Gewicht, BMI”) wurde jeweils der Mittelwert, die Standardabweichung sowie der

zweiseitige Mann-Whitney  U-Test  berechnet. Der Mittelwert und die

" Body Mass Index
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Standardabweichung wurden ebenfalls in Bezug auf die Anzahl der antibiotischen,
antiviralen und antimykotischen Medikamente, welche die Probanden eingenommen
haben, berechnet. Es erfolgte eine tabellarische Darstellung der Verteilung der
Besiedlung mit multiresistenten Keimen uber die drei Gruppen. Es wurde eine grafische
und tabellarische Darstellung ber die Probensammlung, die Besiedlung mit
multiresistenten Keimen und des Therapieverlaufs der LEU-Patienten angefertigt. Des
Weiteren wurden die Anzahl und die Wirkstoffe der Antibiotika, die den LEU-Patienten
verabreicht wurden, anhand von Diagrammen veranschaulicht. Es wurde die Anzahl der
operational taxonomic units (OTU) durch Bestimmung des Mittelwerts, der
Standardabweichung, sowie des zweiseitigen Mann-Whitney U-Tests zwischen den drei
Probandengruppen (10T, Kontrolle, LEU-Patienten) verglichen. Es erfolgte eine Analyse
der alpha-Diversitat. Die alpha-Diversitat wurde mittels des Shannon Index beschrieben.
Der Shannon-Index wurde mittels Mittelwert, Standardabweichung und des zweiseitigen
Mann-Whitney U-Tests zwischen den Gruppe IOT, Kontrolle und LEU-Patienten
verglichen. Anhand der LEU-Patienten 1, 2, 4, 7, 8, 9, 10 und 11 wurde beispielhaft der
Verlauf der bakteriellen Diversitdt anhand der OTUs wéhrend des Therapieverlaufs
grafisch dargestellt. Das Selektionskriterium dieser Patienten war, dass mindestens vier
Stuhlproben im Verlauf abgegeben wurden um einen addquaten longitudinalen Verlauf
darstellen zu kénnen. Die Menge an Bakterien in ng/mg Stuhl wurde durch Bestimmung
des Mittelwerts, der Standardabweichung sowie mittels des zweiseitigen Mann-Whitney
U-Test zwischen den drei verschiedenen Probandengruppen verglichen. Die
Bakterienkonzentration (ng Bakterien/mg Stuhl) in den Stuhlproben der LEU-Patienten
wurde im longitudinalen Verlauf verglichen. Die Zeitpunkte waren vor Beginn der
Chemotherapie, im frithen Stadium der Chemotherapie, im fortgeschrittenen Stadium der
Chemotherapie sowie ggf. nach der allogenen Stammzelltransplantation. Dafir wurden
der Mittelwert der Bakterienmenge (ng/mg Stuhl), die Standardabweichung und der
zweiseitige Mann-Whitney U-Test berechnet. AuBerdem wurden Vergleiche zwischen
dem prozentualen Anteil bestimmter Bakterien am Mikrobiom der drei
Probandengruppen angestellt. Es wurde der Anteil am Mikrobiom potenziell pathogener
und benigner Bakterien zwischen den Patienten mit akuter Leukémie, der Kontrollgruppe
und der 10T-Patienten verglichen. In einer Tabelle wurden die auslésenden Bakterien

Klinischer Infektionen aufgelistet. Darin wurde auBerdem gezeigt, wie viele der
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infektionsauslosenden Bakterien schon vor dem Auftreten der klinischen Symptomatik
und dem mikrobiologischen Nachweis in der Kultur im Mikrobiom vorhanden waren.
Die Zusammensetzung des Mikrobioms und seine Verdnderungen im Therapieverlauf
wurden deskriptiv bei vier Patienten (AL Patienten 1, 2, 7 und 8) mit akuter Leukamie
beleuchtet. Der Verlauf dieser Patienten wurde beleuchtet, da bei ihnen ein adaquater
longitudinaler Verlauf anhand mindestens finf abgegebener Stuhlproben dargestellt

werden konnte.
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3. Ergebnisse

Demografische Daten der Studiengruppen

Die Stichprobe bestand aus einer Anzahl von insgesamt N = 66 Probanden. In der Gruppe
der Probanden mit akuter Leuk&mie (,,LEU-Gruppe*) befanden sich n = 14 Probanden.
Es befanden sich n = 26 Probanden in der ,,JOT-Gruppe®. Diese Probanden wurden in der
interdisziplindren onkologischen Tagesklinik behandelt und waren nachweislich mit
einem Problemkeim besiedelt. In der gesunden Kontrollgruppe ,,KG Gruppe* befanden

sich n = 26 Probanden.

Geschlecht

Insgesamt 33 Probanden waren ménnlich und 33 Probanden weiblich. In der LEU-Gruppe
waren 10 weibliche und 4 ménnliche Teilnehmer/-innen. In der 10T-Gruppe waren 11
weibliche und 15 méannliche Probanden. In der Kontrollgruppe waren 12 weibliche und
14 mannliche Probanden. Die Geschlechterverteilung Uber die drei Gruppen wird in
Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1.
Geschlechterverteilung tber die drei Gruppen
Geschlecht
Méanner  Frauen Gesamt
Gruppe LEU 4 10 14
I0T 15 11 26
KG 14 12 26
Gesamt 33 33 66

Anmerkung. LEU = Akute Leukdmie; IOT = Patienten aus der
interdisziplinaren onkologischen Tagesklinik; KG = Kontrollgruppe
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Alter, GroRe, Gewicht & Body Mass Index

Tabelle 2.

Mittlere Altersverteilung (in Jahren), GroRenverteilung (in cm), Gewichtsverteilung (in
kg) und Verteilung des Body Mass Index (in kg/m?) (£ die jeweilige
Standardabweichung) tber die Gruppenzugehdrigkeit

Gruppe
LEU 10T KG Gesamt
Alter (in Jahren) 50.1+15.8 68.0 + 10.1 27.0+4.6 48.1 + 20.8
GroRe (in cm) 166.9+10.1 171.2+£10.3 177.7x10.1 172.8+10.9
Gewicht (in kg) 71.7+177 80.1+163 709+107 747+151
BMI (in kg/m?) 254 +£4.2 27.2+4.2 22.4+£20 249141

Anmerkung. LEU = Akute Leukémie; 10T = Patienten aus der interdisziplinaren onkologischen
Tagesklinik; KG = Kontrollgruppe; cm = Zentimeter; kg = Kilogramm; BMI = Body Mass Index

Alter. Wie in Tabelle 2 zu sehen, betrug der Mittelwert der gesamten Stichprobe 48.1
Jahre mit einer Standardabweichung von 20.8. In der LEU Gruppe lag der Mittelwert des
Alters bei 50.1 Jahren mit einer Standardabweichung wvon 15.8 Jahren. Der
Altersmittelwert in der 10T Gruppe betrug 68.0 Jahre, die Standardabweichung 10.1
Jahren. Wahrend in der KG der Mittelwert des Alters bei 27.0 Jahren mit einer
Standardabweichung von 4.6 Jahren betrug. Zwischen der LEU und der IOT Gruppe
existierte ein signifikanter Unterschied mit z = -3.36, p = .001, wobei die Probanden in
der 10T-Gruppe signifikant &lter waren (M = 68.0, SD = 10.1) als die Probanden aus der
LEU-Gruppe (M = 50.1, SD = 15.8). Fir den Vergleich zwischen den Gruppen LEU und
KG ergab sich ein signifikanter Unterschied mit z = -4.21, p < .001. Die KG Probanden
waren signifikant jinger (M = 27.0, SD = 4.6) als die Probanden aus der LEU-Gruppe (M
= 50.1, SD = 15.8). Zwischen der 10T und der KG Gruppe wurde ebenfalls ein
signifikanter Unterschied festgestellt mit z =-6.19, p <.001. Die Probanden aus der IOT-
Gruppe waren signifikant alter (M = 68.0, SD = 10.1) als die der Kontrollgruppe (M =
27.0, SD = 4.6).

Grolle. Wie in Tabelle 2 zu sehen, betrug der Mittelwert der GrofRe der gesamten
Stichprobe 172.8cm mit einer Standardabweichung von 10.9cm. In der LEU Gruppe
betrug der Mittelwert 166.9cm, die Standardabweichung 10.1cm. In der IOT Gruppe lag

der GroRenmittelwert bei 171.2cm und die dazugehorige Standardabweichung 10.3cm.
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In der KG betrug der Mittelwert der GroRe 177.7cm mit einer Standardabweichung von
10.1cm. Verglich man die LEU- und I0T-Gruppe beztiglich der GroR3e der Probanden, so
ergab dieser keinen signifikanten Unterschied mit z = -1.44, p = .15. Es wurde die Grolie
der LEU-Gruppe und der Kontrollgruppe verglichen, dabei ergab sich ein signifikanter
Unterschied mit z = -2.01, p < .05, wobei die Probanden aus der Kontrollgruppe (M =
177.7, SD = 10.1) signifikant groRer waren als die aus der LEU-Gruppe (M = 166.9, SD
= 10.1). Zwischen der 10T und der Kontrollgruppe bestand ebenfalls ein signifikanter
Unterschied (z = -2-30, p <,05). Die Patienten aus der Kontrollgruppe (M = 177.7, SD =
10.1) waren groRer als die Probanden aus der I0OT-Gruppe (M = 171.2, SD = 10.3).

Gewicht. Der Mittelwert des Gewichts der gesamten Stichprobe betrug 74.7 kg mit einer
Standardabweichung von 15.1 kg, wie in Tabelle 2 einzusehen. Der Mittelwert des
Gewichts in der LEU Gruppe betrug 71.7 kg und die Standardabweichung 17.7 kg. In der
IOT Gruppe war der Mittelwert bei 80.1 kg mit einer Standardabweichung von 16.3 kg.
Wobei in der KG der Mittelwert des Gewichts bei 70.9 kg lag und die
Standardabweichung 10.7 kg betrug. Wenn man das Gewicht der Probanden aus der
LEU- und der 10T-Gruppe vergleicht, ergab sich kein signifikanter Unterschied mit z =
-.65, p =.054. AulRerdem bestand auch zwischen der LEU- und der Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied (z = -.65, p = .51), wahrend zwischen der IOT- und der
Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied mit z = -2.01, p < .05 festgestellt wurde.
Die Probanden aus der 10T-Gruppe waren dabei signifikant schwerer (M = 80.1, SD =
16.3) als die Probanden aus der Kontrollgruppe (M = 70.9, SD = 10.7).

Body Mass Index. Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, betrug der Mittelwert des Body Mass
Index in kg/ m2 der gesamten Stichprobe 24.9 mit einer Standardabweichung von 4.1. Der
Mittelwert des BMIs in kg/ m? fir die LEU Gruppe betrug 25.4 und die
Standardabweichung 4.2. In der 10T Gruppe lag der Mittelwert des BMIs bei 27.2 mit
einer Standardabweichung von 4.2. Wahrend in der KG der Mittelwert des BMIs in kg/
m?2 bei 22.4 lag mit einer Standardabweichung von 2.0. Der Mann-Whitney U-Test ergab
fur den Vergleich des BMIs zwischen der LEU- und der IOT-Gruppe keinen signifikanten
Unterschied mit z =-1.23, p =.22. Der gleiche Test ergab flr den Vergleich zwischen der
LEU- und der Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied mit z = -2.41, p <.05. Die
Probanden aus der LEU-Gruppe waren schwerer (M = 25.4, SD = 4.2) als die Teilnehmer
in der Kontrollgruppe (M = 22.4, SD = 2.0). Wird der BMI der Patienten aus der 10T-
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Gruppe mit dem BMI der Patienten aus der Kontrollgruppe verglichen, ergab sich ein
signifikanter Unterschied mit z = -4.36, p < .001. Die Patienten aus der 10T-Gruppe
waren signifikant schwerer (M = 27.2, SD = 4.2) als die aus der Kontrollgruppe (M =
22.4,SD = 2.0).

Besiedlung mit multiresistenten Keimen

Insgesamt wurde bei 16 Probanden durch das Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der
Universitat Wirzburg die Besiedlung mit einem 3 MRGN E. coli nachgewiesen. Wobei
ein Proband aus der LEU Gruppe und 15 Probanden aus der 10T Gruppe mit einem 3
MRGN E. coli besiedelt waren. Zwei Probanden waren mit einem 3 MRGN Klebsiella
pnemoniae besiedelt, wobei sich beide Probanden in der 10T Gruppe befanden. Ein
Proband war mit 4 MRGN E. aerogenes besiedelt. Dieser Proband befand sind in der
LEU Gruppe. Insgesamt waren 10 Probanden mit einem VRE besiedelt, 3 aus der LEU
und 7 aus der 10T Gruppe. Bei insgesamt 38 Probanden wurde keine Besiedelung mit
multiresistenten Keimen nachgewiesen. 10 dieser Probanden befanden sich in der LEU
Gruppe, 26 in der Kontrollgruppe und 2 in der IOT-Gruppe. Diese zwei Probanden aus
der 10T Gruppe gaben zwar anamnestisch an mit einem der genannten multiresistenten
Keime besiedelt zu sein, es lag jedoch kein schriftlicher Befund vor, so dass diese
Probanden in die Gruppe ,Keine® eingruppiert wurde. Da der LEU-Proband #2 mit zwei
verschiedenen multiresistenten Keimen besiedelt war, ist die Gesamtmenge groRer als die
Stichprobenanzahl N = 66. Die 0.g. Details sind in der nachfolgenden Tabelle 3

einzusehen.
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Tabelle 3.
Verteilung der Besiedlung mit multiresistenten Keimen (ber die drei Gruppen

Resistente Keime
Keine 3 MRGN 3 MRGN 4 MRGN VRE Gesamt

E. coli Klebsiella E.
pneumoniae  aerogenes
Gruppe LEU 10 1 0 1 3 15
I0T 2 15 2 0 7 26
KG 26 0 0 0 0 26
Gesamt 38 16 2 1 10 67

Anmerkung. LEU = Akute Leukémie; 10T = Patienten aus der interdisziplindren onkologischen
Tagesklinik; KG = Kontrollgruppe; MRGN = multiresistente Gram negative Keime; VRE = Vancomycin
resistente Enterokokken

Antiinfektive Behandlung zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe

Zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe wurden im Durchschnitt (+ Standardabweichung)
6.4 + 2.5 Patienten der LEU-Gruppe mit einem Antibiotikum behandelt, 1.4 £ 0.8 mit
einem Antimykotikum und 0.9 £ 1.4 mit einem Virustatikum. Wobei mindestens sechs
Monate vor Eintritt des jeweiligen Patienten in die Studie bzw. vor Abgabe der ersten
Stuhlprobe keine antibiotische Therapie erfolgt war. Im Durchschnitt (£
Standardabweichung) erhielten 0.2 = 0.4 Patienten der 10T-Gruppe eine antibiotische
Behandlung zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe. Keiner der Probanden aus der

Kontrollgruppe erhielt eine antiinfektive Therapie zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe.
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Uberblick tiber die Stuhlprobensammlung, die Besiedlung mit multiresistenten Keimen

und den Therapieverlaufs der LEU-Patienten
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Abbildung 14. Zeitpunkte der Stuhlprobenabgaben, das Vorhandensein einer Besiedlung mit
multiresistenten Keimen und der Therapieverlauf beziglich einer Blastenpersistenz, eines Rezidivs und
einer alloSZT bei den Patienten mit akuter Leukédmie. ALL = akute lymphatische Leukédmie; AML = akute
myeloische Leukdmie; MRGN = multiresistente gram negative Keime; alloSZT = allogene
Stammzelltransplantation

Die Probanden 1 und 6 litten an einer ALL. Die Probanden 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13 und 14 litten an einer AML. In Abbildung 14 werden die Zeitpunkte der
Stuhlprobensammlung mit einem blauen Pfeil dargestellt, wobei als Tag 1 der erste Tag
des jeweiligen Therapiebeginns definiert ist. Proband 1 gab an den Tagen 1, 16, 43, 64,
133 und 281 Stuhlproben ab. Proband 2 gab an Tag 1, 15, 29, 105, 117 sowie 131 jeweils
eine Stuhlprobe ab. Proband 3 gab insgesamt drei Stuhlproben jeweils an den Tagen 1,
14 und 68 ab. Proband 4 gab an den Tagen 0, 14, 28, 62, 77 und 182 jeweils eine
Stuhlprobe ab. Proband 5 gab an den Tagen 17, 46 sowie 60 eine Stuhlprobe ab. An den
Tagen 13, 53 und 151 gab Proband 6 jeweils eine Stuhlprobe ab. Proband 7 gab an den
Tagen 10, 30, 65, 122 und 223 eine Stuhlprobe ab. Wahrend Proband 8 an den Tagen 7,
16, 73, 88 und 91 jeweils eine Stuhlprobe abgab. Proband 9 gab an den Tagen 7, 14, 33
und 153 eine Stuhlprobe ab. An den Tagen 1, 13, 44 und 132 gab Proband 10 jeweils eine
Stuhlprobe ab. Proband 11 gab an den Tagen 5, 17, 31, 46, 137 und 167 eine Stuhlprobe
ab. Proband 12 gab an den Tagen 10, 24 und 116 Stuhlproben ab. Proband 13 gab nur an
Tag 32 eine Stuhlprobe ab und Proband 14 gab an Tag 7 eine Stuhlprobe ab.
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In Tabelle 4 ist der Therapieverlauf der Patienten mit akuter Leukdmie dargestellt. Ein
Patient wurde in der Induktionsphase mit dem GMALL Protokoll 07/2003 ohne
Doxorubicin, 2 Patienten wurde mit Doxorubicin behandelt. EIf Patienten wurde mit
Daunorubicin und Cytarabin behandelt. Finf Probanden hatten im Verlauf der
Induktionstherapie eine Blastenpersistenz. Acht Probanden (1, 3, 7, 8, 9, 10, 13, 14) litten
im Verlauf an einem Rezidiv, so dass erneut Blasten im Blut oder im Knochenmark
nachgewiesen werden konnten. Bei elf Probanden (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14) wurde
aufgrund eines Rezidivs oder eines Risikoprofils eine allogene Stammzelltransplantation
durchgefiihrt. Bei Proband 1 wurde ein 3 MRGN E. coli nachgewiesen. Bei den
Probanden 2, 7 und 12 wurde ein VRE nachgewiesen, wéhrend bei nur einem Probanden,
Proband 2, ein 4 MRGN E. aerogenes nachgewiesen wurden. Die vier Probanden 1, 2, 7,
und 12, verstarben wahrend der Studie. Bei finf Probanden konnte via Blutkultur eine
Infektion und deren Ausltser gefunden werden. Des Weiteren hatten fiinf Probanden eine
Infektion des zentralen Venenkatheters. Drei Probanden hatten einen Harnwegsinfekt.
Zwolf Probanden hatten Fieber in der Aplasiezeit und neun Probanden hatten Fieber zum

Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe.
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Tabelle 4.
Therapieverlauf der Patienten mit akuter Leuk&mie

Merkmale der LEU-Patienten

Anzahl Patienten (%)

Induktionstherapie

GMALL Protokoll 07/2003 (ohne Doxorubicin) 1(7)
GMALL Protokoll 07/2003 2 (14)
Daunorubicin/Cytarabin 11 (64)
Weiterer Therapieverlauf
Blastenpersistenz an Tag 15 der
Induktionstherapie 5 (36)
Rezidiv der akuten Leukamie 8 (57)
Allogene Stammzelltransplantation 11 (79)
Klinische Infektionen
Infektionen in der Blutkultur nachgewiesen 5 (36)
Positiver Rektalabstrich 5 (36)
3 MRGN 1(7)
4 MRGN 1(7)
VRE 3(21)
Infektion des zentralen Venenkatheters 5 (36)
Harnwegsinfekt 3(21)
Fieber in Aplasie 12 (86)
Fieber zum Zeitpunkt der Stuhlprobenabgabe 9 (64)

Anmerkung. LEU = Akute Leukdmie; MRGN = multiresistente Gram negative Keime; VRE =

Vancomycin resistente Enterokokken
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Uberblick tber die antibiotische Therapie der LEU-Patienten

Im Durchschnitt bekam jeder LEU-Patient 6.4 + 2.5 verschiedene Antibiotika. Die
Anzahl der verschiedenen Antibiotika pro LEU Patient werden in Abbildung 15
dargestellt. Der Proband 2 bekam mit zwdIf verschiedenen antibiotischen Medikamenten
die hochste Anzahl. Die Probanden 7, 11 und 13 bekamen mit drei verschiedenen
Antibiotika die geringste Anzahl. Die Probanden 6 und 12 wurden mit funf verschiedenen
Antibiotika behandelt. Sechs verschiedene Antibiotika erhielten die Probanden 1 und 5.
Die Probanden 3, 10 und 14 bekamen sieben unterschiedliche Antibiotika, wéahrend die
Probanden 4 und 9 mit acht verschiedenen Antibiotika behandelt wurden. Der Proband 8

erhielt neun verschiedene Antibiotika und Proband 2 erhielt 12 verschiedene Antibiotika.

Anzahl verschiedener Antibiotika pro Patient

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Patienten
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Abbildung 15. Anzahl verschiedener Antibiotika pro LEU-Patient
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Insgesamt wurden 15 verschiedene Wirkstoffe zur Behandlung verwendet. In Abbildung
16 sind die verschiedenen Antibiotika, die die Patienten bekommen haben, und die
Anzahl der Patiente, die diese erhalten haben vermekt. Alle 14 Patienten bekamen
Acylaminopenicillin, wobei nur ein Patient Glycylcycline bekam. Insgesamt 13 Patienten
erhielten Fluorchinolon, 12 Patienten Carbapenem, 8 Patienten Sulfonamid, 7 Patienten
Glykopeptid, 6 Patienten Aminoglykosid, 5 Patienten erhielten Nitroimidazol und 5
Patienten Cephalosporin, jeweils 3 Patienten erhielten Monobactam, Oxazolidinon,
Linkosamid und Aminopenicillin, jeweils 2 Patienten erhielten Makrolid und

Fosfomycin.
Verabreichte Antibiotikaklassen
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Abbildung 16. Verabreichte Antibiotikaklassen
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Vergleich der bakteriellen Diversitat anhand der OTUs zwischen den

Probandengruppen
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Abbildung 17. Vergleich der bakteriellen Diversitat in OTUs in den drei
Gruppen LEU, 10T und KG. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert. LEU
= akute Leukdmie; 10T = Patienten aus der interdisziplindren
onkologischen Tagesklinik; KG = Kongrollgruppe; ** = p <.001; OTU
= operational taxonomic unit

Insgesamt wurden in allen sequenzierten Proben 49351 verschiedene OTUs? identifiziert.
Die Proben wurden drei Gruppen zugeordnet, der Gruppe der LEU-Patienten, der 10T-
Patienten und der Kontrollgruppe. In der LEU-Gruppe wurden 54 Stuhlproben, in der
IOT und Kontrollgruppe jeweils 26 Stuhlproben sequenziert. Die Summe der OTUs in
der LEU-Gruppe betrug 14485, in der 10T-Gruppe 14347 und in der Kontrollgruppe
20519. In Abbildung 17 wird der jeweilige Mittelwert der LEU-Gruppe, der IOT-Gruppe
und der KG dargestellt. Der Mittelwert der OTUs der LEU-Gruppe betrug 268.2 mit einer
Standardabweichung von 178.9 OTUs, wahrend der Mittelwert der 10T-Gruppe 551.8
OTUs und die Standardabweichung 209.7 OTUs betrug. In der KG betrug der Mittelwert
der OTUs 789.2 mit einer Standardabweichung von 217.5 OTUs. Zwischen der LEU und
der IOT Gruppe ergab sich ein signifikanten Unterschied (z = -5.22, p < .001), dabei
waren signifikant mehr OTUs in der IOT Gruppe (M =551.8, SD = 209.7) vorhanden als
in der LEU Gruppe (M = 268.2, SD = 178.9). Werden die LEU- und die KG-Gruppe

8 Operational taxonomic units
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miteinander verglichen, so ergab sich ein signifikanter Unterschied mit z = -6.55, p <
.001. In der Kontrollgruppe (M = 789.2, SD = 217.5) waren signifikant mehr OTUs
vorhanden als in der LEU-Gruppe (M = 268.2, SD = 178.9). Aulierdem wurde ein
signifikanter Unterschied von z = -3.57, p < .001 zwischen der IOT und der KG Gruppe
festgestellt, dabei waren in der Kontrollgruppe (M = 789.2, SD = 217.5) signifikant mehr
OTUs vorhanden als in der 10T Gruppe (M = 551.8, SD = 209.7). Es lasst sich
zusammenfassend sagen, dass die Diversitdt gemessen anhand der OTUs zwischen den
drei Gruppen signifikant unterschiedlich war.
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Vergleich der bakteriellen Diversitat anhand des Shannon Index zwischen den

Probandengruppen
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Abbildung 18. Vergleich der bakteriellen Diversitat anhand des
Shannon Index in den drei Gruppen LEU, 10T und KG. LEU =
akute Leukamie; IOT = Patienten aus der interdisziplindren
onkologischen Tagesklinik; KG = Kongrollgruppe; ** = p <.001,

Wie oben beschreiben wurden 54 Proben der LEU-Gruppe sowie jeweils 26 Proben der
IOT und Kontrollgruppe sequenziert. Es erfolgte die Berechnung des Shannon Index fur
jede Probe. Der Summe des Shannon Index in der KG Gruppe betrug 155.6, in der 10T
Gruppe 134.8 und in der LEU Gruppe 151.2. In Abbildung 18 wurden die Mittelwerte
inklusive Standardabweichung des Shannon Index der LEU-Gruppe, 10T-Gruppe und
der Kontrollgruppe dargestellt. Der Mittelwert des Shannon Index der LEU-Gruppe
betrug 2.8 mit einer Standardabweichung von 1.6. In der 10T-Gruppe betrug der
Mittelwert des Shannon Index 5.2 mit einer Standardabweichung von 0.9. In der
Kontrollgruppe betrug der Mittelwert des Shannon Index 6.0 mit einer
Standardabweichung von 0.8. Zusatzlich wird der signifikante Unterschied zwischen den
drei Gruppen in Abbildung 18 dargestellt. Zwischen der LEU und der IOT Gruppe ergab
sich ein signifikanter Unterschied (p <.001), wobei der Shannon Index in der IOT Gruppe
(M =5.2, SD = 0.9) signifikant hoher war als in der LEU Gruppe (M = 2.8, SD = 1.6).
Werden die 10T und die Kontrollgruppe miteinander verglichen ergab sich ein
signifkanter Unterschied mit p <.001. Der Shannon Index war in der Kontrollgruppe (M
= 6.0, SD = 0.8) signifikant héher als in der 10T Gruppe (M = 5.2, SD = 0.9). Ebenso

ergab sich im Vergleich zwischen LEU und Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied
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von p < .001. In der Kontrollgruppe (M = 6.0, SD = 0.8) war der Shannon-Index
signifikant hoher als in der LEU Gruppe (M = 2.8, SD = 1.6). Es lasst sich
zusammenfassen, dass die alpha-Diversitat gemessen anhand des Shannon Index

zwischen den drei Gruppe signifikant unterschiedlich war.

Entwicklung der bakteriellen Diversitat anhand der OTUs im Therapieverlauf
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Abbildung 19. Die Entwicklung der bakteriellen Diversitét, dargestellt anhand der Anzahl der OTUs im
Therapieverlauf (in Behandlungstagen) bei acht ausgewahlten LEU-Patienten. OTU = operational
taxonomic unit

In Abbildung 19 wird der Verlauf der bakteriellen Diversitat mittels der OTUs fir acht
LEU-Patienten exemplarisch dargestellt. Die maximale Anzahl an identifizierten OTUs
im Stuhlmikrobiom hatte der LEU-Patient 7 an Tag 10 der Behandlung mit 943 OTUs.
Die kleinste Anzahl an nachgewiesenen OTUs befand sich im Stuhlmikrobiom des LEU-

Patienten 2 117 Tag nach dem Behandlungsbeginn.

Bei LEU-Patient 1 ist die minimale OTU Anzahl 174 an Tag 1 zu Beginn der
chemotherapeutischen Behandlung. Die OTUs verminderten sich bis zum Tag 16 der

Induktionstherapie auf 135, stiegen bis auf 329 an Tag 64 an, um dann 281 Tag nach
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Therapiebeginn auf 152 OTUs abzufallen. Bei LEU-Patient 2 sind an Tag 1 der
chemotherapeutischen Behandlung 662 OTUs identifiziert worden. An Tag 15 fiel die
Anzahl der OTUs auf 657, an Tag 29 auf 587 und an Tag 105 auf 127. 117 Tage nach
Therapiebeginn sind die OTUs auf 64 abgefallen. Sie stiegen auf 136 OTUs nach 131
Tagen an.

Der LEU-Patient 4 startete vor Beginn der Therapie mit 333 OTUs. Diese fielen auf einen
Wert von 190 OTUs 14 Tage nach Therapiebeginn ab. Sie sanken bis auf 87 OTUs 28
Tage nach Therapiebeginn. Sie stiegen kurzfristig auf 126 OTUs am 62. Tag nach Beginn
der Therapie, um dann 15 Tage spater wieder auf 87 OTUs abzufallen. 182 Tage nach
Therapiebeginn wurden 372 OTUs identifiziert.

Der LEU-Patient 7 hatte 10 Tage nach Therapiebeginn 943 identifizierte OTUs im
Stuhlmikrobiom. 30 Tage nach Therapiebeginn fiel die Anzahl der OTUs auf 420. 65
Tage nach Therapiebeginn betrug die Anzahl der OTUs 370. Die Anzahl der OTUs fiel
bis zum Tag 122 weiter auf 356 OTUs. An Tag 223 stiegen sie wieder auf 414 OTUs an.

Der LEU-Patient 8 hatte bereits an Tag 7 der chemotherapeutischen Behandlung nur noch
56 OTUs. An Tag 16 betrug die Anzahl der OTUs 133. Diese stiegen bis zum Tag 73 auf
248 OTUs an. 15 Tage spater sind die OTUs jedoch wieder auf eine Anzahl von 177
abgefallen. Sie stiegen erneut bis auf 198 OTUs an Tag 91 nach Therapiebeginn wieder

an.

Der LEU-Patient 9 hatte an Tag 7 der chemotherapeutischen Therapie 562 OTUs im
Stuhlmikrobiom. Die Anzahl der OTUs betrug an Tag 14 nach Therapiebeginn 365 und
an Tag 33 307 OTUs. Die Anzahl der OTUs fiel bis zum Tag 153 kontinuierlich auf 269
OTUs ab.

Der LEU-Patient 10 hatte zu Beginn der Behandlung 126 nachgewiesene OTUs im
Stuhlmikrobiom. Die Anzahl der OTUs stieg bis zum Tag 13 auf 185 an. Innerhalb von
31 Tagen fielen sie jedoch wieder auf 67 OTUs ab. An Tag 132 der Behandlung wurden
95 OTUs nachgewiesen.

Bei LEU-Patient 11 waren an Tag 5 323 OTUs im Mikrobiom. Innerhalb von 12 Tage
waren nur noch 95 OTUs nachweisbar. Der Wert stieg an Tag 31 auf 104 OTUs an. Im
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Anschluss darin stieg die Anzahl der OTUs in der Stuhlprobe an. An Tag 46 waren es
136 OTUs, an Tag 137 163 OTUs und an Tag 167 425 OTUs.

Vergleich der Bakterienmenge zwischen den Probandengruppen
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Abbildung 20. Bakterienmenge in ng/mg Stuhl der drei Gruppen im Vergleich.
LEU = Akute Leukdmie; IOT = Patienten aus der interdisziplindren
onkologischen Tagesklinik; KG = Kontrollgruppe; * = p <.05; ** = p <.001

Durch die guantitative Polymerase-Kettenreaktion wurde die Menge an Bakterien in ng
pro mg Stuhl ermittelt. In der LEU-Gruppe wurden 56 Proben, in der IOT-Gruppe 26 und
in der Kontrollgruppe ebenfalls 26 Stuhlproben ausgewertet. In Abbildung 20 sind die
jweiligen Bakterienmengen in ng/mg Stuhl der drei Gruppen im Vergleich dargestellt.
Die maximale Bakterienmenge in der LEU-Gruppe war 92.1 ng/mg Stuhl und die
minimale Bakterienmenge betrug 0.0 ng/mg Stuhl. In der 10T-Gruppe betrug die
maximale Bakterienmenge 108.4 ng/mg Stuhl und die minimale Menge an Bakterien
waren 2.5 ng/mg Stuhl, wéhrend in der Kontrollgruppe 165.1 ng/mg Stuhl die maximale
Bakterienmenge darstellte. Die minimale Bakterienmenge in der Kontrollgruppe waren
6.3 ng/mg Stuhl. Zwischen den Gruppen LEU und IOT wurde ein signifikanter
Unterschied mit z = -4.77, p < .001 festgestellt, dabei war eine signifikant gréRere
Bakterienmenge in der 10T- Gruppe (M =50.3, SD = 33.6) als in der LEU-Gruppe (M =
15.7, SD = 22.4). Aullerdem wurden die LEU- und KG- Gruppe verglichen, wobei ein
signifikanter Unterschied mit z = -5.91, p < .001 bestand. In der KG- Gruppe (M = 83.3,

47



SD = 50.6) war eine hohere Menge an Bakterien vorhanden als in der LEU -Gruppe (M
=15.7, SD = 22.4). Zwischen der 10T- (M =50.3, SD = 33.6) und der KG- Gruppe (M =
83.3, SD = 50.6) wurde ebenfalls ein signifikanter Unterschied (z = -2.43, p < .05)
festgestellt.

Entwicklung der Bakterienmenge im Therapieverlauf der LEU-Patienten
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Abbildung 21. Veranderungen der Bakterienmenge (ng/mg Stuhl) im
Verlauf zu den Zeitpunkten des Behandlungsbeginns, der friihen und
spaten Phase der Behandlung und nach der allogenen
Stammzelltransplantation.

Die Stuhlgruppen der LEU-Patienten wurde in vier verschiedene Gruppen eingeteilt:
Beginn der Behandlung (12 Proben), friihe Phase der Behandlung (24 Proben), spéte
Phase der Behandlung (11 Proben), nach der allogenen Stammzelltransplantation (17
Proben). In Abbildung 21 sind die Veranderungen der Bakterienmenge in ng/mg Stuhl
im  Verlauf  (Behandlungsbeginn, frihe Phase, spate Phase, allogene
Stammzelltransplantation) dargestellt. Der Mittelwert der Bakterienmenge zu Beginn der
Behandlung betrug 18.6 = 0.7 ng/mg Stuhl. Dieser Wert fiel in der frihen
Behandlungsphase auf 16.6 £ 0.7 ng/mg Stuhl ab. In der spaten Phase lag der Mittelwert
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bei 18.0 + 0.8 ng/mg Stuhl. Nach einer allogenen Stammzelltransplantation betrug der
Mittelwert 11.0 + 0.3 ng/mg Stuhl. Es ergab sich kein signifikanten Unterschied mit z =
- .07, p = .95 zwischen den beiden Gruppen Beginn der Behandlung und friihe Phase der
Behandlung. Fir den Vergleich der Gruppen des Beginns und der spaten Phase ergab sich
ebenfalls kein signifikanter Unterschied mit z = -.86, p = .39. Zwischen den Gruppen der
Diagnose und der allogenen Stammzelltransplantation mit z = - .22, p = .83 bestand
ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Genauso bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe der friihen und der der spaten Behandlung mit z = - .96, p = .34.
Vergleicht man die Gruppe der friihen Phase der Behandlung mit der Gruppe nach der
allogenen Stammzelltransplantation ergab sich kein signifikanter Unterschied mit z = -
.05, p =.96. AuBerdem bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der
spaten Phase der Behandlung und der Gruppe der allogenen Stammzelltransplantation mit
z2=.22,p=.23.
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Vergleich des prozentualen Anteils potenziell pathogener Bakterien am Mikrobiom
zwischen der LEU-, 10T- und Kontrollgruppe

KG
IOT B Klebsiella pneumoniae
Enterococcaceae

LEU
Escherichia-Shigella spp.

KG
I0T - ww

LEUA

KG 4
]:“
10T -

LEU A

Anteil am Mikrobiom in %

Abbildung 22 Mittelwert des prozentualen Anteils der Bakterien Klebsiella pneumoniae, Enterococcaceae
und Escherichia-Shigella spp. am Mikrobiom der Probanden aus den drei Gruppen LEU, KG und IOT.
LEU = Akute Leukémie; 10T = Patienten aus der interdisziplindren onkologischen Tagesklinik; KG =
Kontrollgruppe; * = p <.05; ** =p <.001

Der prozentuale Anteil der Bakterien Klebsiella pneumoniae, Enterococcaceae und
Escherichia-Shigella spp. am gesamten Mikrobiom wurde pro Stuhlprobe ermittelt. In
Abbildung 22 sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile der Bakterien Klebsiella
penumoniae, Enterococcaceae sowie Escherichia-Shigella spp. am Mikrobiom der

Probanden aus den drei Gruppen LEU, 10T und Kontrollegruppe dargestelit.

Klebsiella pneumoniae

Im Durchschnitt war 0.5 £ 6.1% Klebsiella pneumoniae pro Probe im Stuhl der LEU-
Gruppe, 1.01 + 2.94% im Stuhl der IOT-Gruppe und 0.0 £ 0.0 % im Stuhl der
Kontrollgruppe nachweisbar. Zwischen den Gruppen LEU und 10T mit z = - 1.05, p >
.05 bestand kein signifikanter Unterschied. AuBerdem konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen LEU und KG mit z = - 1.07, p > .05 festgestellt
werden. Des Weiteren bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der 10T und der
KG Gruppe mit z = .08, p > .05.
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Enterococcaceae

Im Durchschnitt waren 34.4 + 41.7% Enterococcaceae pro Probe im Stuhl der LEU-
Gruppe, 0.0% pro Probe im Stuhl der IOT-Gruppe und 0.1 + 0.4 % pro Probe im Stuhl
der Kontrollgruppe nachzuweisen. Zwischen der LEU und der IOT Gruppe bestand ein
signifikanter Unterschied mit z = - 6.17, p < .001, wobei der prozentuale Anteil von
Enterococcaceae in der LEU Gruppe (M = 34.4, SD = 41.7) signifikant hoher war als in
der 10T Gruppe (M = 0.0, SD = 0.0). Fur den Vergleich der LEU- und der KG-Gruppe
ergaben die Berechnungen einen signifikanten Unterschied mit z = - 5.77, p < .001. In
der LEU- Gruppe (M = 34.4, SD = 41.7) waren signifikant mehr Prozent an
Entereococcaceae im Stuhl nachweisbar als in der Kontrollgruppe (M = 0.1, SD = 0.4).
Zwischen der 10T und der KG Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied mit z = -
0.42, p > .05.

Escherichia-Shigella spp.

Im Durchschnitt waren 2.6 = 7.0% Escherichia-Shigella spp. pro Probe im Stuhl der
LEU-Gruppe, 6.3 = 12.3% pro Probe im Stuhl der 10T-Gruppe und 0.3 £ 0.7 im Stuhl
der Kontrollgruppe. Fur die Vergleiche der prozentualen Anteile von Escherichia-
Shigella spp. am Stuhlmikrobiom der drei verschiedenen Gruppen wurde ebenfalls die
Signifikanz der Unterschiede berechnet. Zwischen der LEU- und der 10T- Gruppe ergab
sich ein signifikanter Unterschied mit z = -5.02. In der 10T- Gruppe (M = 6.3, SD = 12.3)
war der prozentuale Anteil von Escherichia-Shigella spp. signifikant héher als in der
LEU- Gruppe (M = 2.6, SD = 7.0). Des Weiteren bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen der LEU und der KG-Gruppe mit z = -2.53, p < .05, wobei in der LEU- Gruppe
(M = 2.6, SD = 7.0) signifikant mehr Escherichia-Shigella spp. in Prozent vorhanden
waren als in der KG Gruppe (M = 0.3, SD = 0.7). AuBerdem bestand auch zwischen der
IOT- und der KG -Gruppe ein signifikanter Unterschied. In der 10T- Gruppe (M = 6.3,
SD = 12.3) war der prozentuale Anteil von Escherichia-Shigella signifikant hoher als in
der KG- Gruppe (M = 0.3, SD =0.7).
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Vergleich des prozentualen Anteils potenziell protektiver Bakterien am Mikrobiom

zwischen der LEU-, 10T- und Kontrollgruppe
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LEU revotella spp.
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Abbildung 23 Prozentualer Anteil der Bakterien Prevotella spp., Blautia spp., Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae am Mikrobiom der drei Gruppen LEU, IOT und KG; LEU = Akute Leukamie;

IOT = Patienten aus der interdisziplindren onkologischen Tagesklinik; KG = Kontrollgruppe; *=
p <.05;**=p<.001

Aus den Ergebnissen der 16s rDNA Sequenzierung wurde der prozentuale Anteil am
gesamten Mikrobiom pro Stuhlprobe der vier verschiedenen potentiell protektiven
Bakterien ermittelt (Prevotella spp., Blautia spp, Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae). In Abbildung 23 werden die 0.g. prozentualen Anteile der Bakterien
Prevotella spp., Blautia spp, Lachnospiraceae und Ruminococcaceae am gesamten
Mikrobiom pro Stuhlprube zwischen den drei Gruppen (LEU, 10T und Kontrollgruppe)

verglichen.

Prevotella spp.

Im Durchschnitt waren 0.4 + 2.6% Prevotella spp. pro Probe im Stuhl der LEU-Gruppe,
1.7 + 6.89% pro Probe im Stuhl der 10T-Gruppe und 5.1 £ 12.1 im Stuhl der
Kontrollgruppe. Es bestand kein signifikanter Unterschied mit z = - .12, p > .05 zwischen
dem prozentualen Anteil von Prevotella spp. in der LEU- (M = 0.4, SD = 2.6) und der
IOT- Gruppe (M = 1.7, SD = 6.89). Aullerdem existierte kein signifikanter Unterschied
zwischen der IOT- (M = 1.69, SD = 6.9) und der KG -Gruppe (M =5.1, SD = 12.1) mit z
=-1.77, p > .05. Allerdings wurde ein signifikanter Unterschied mit z = - 2.19, p < .05
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zwischen der LEU- und der KG -Gruppe festgestellt, dabei war in der KG -Gruppe (M =

5.1, SD = 12.1) signifikant mehr Prevotella spp. in Prozent vorhanden.

Blautia spp.

Im Durchschnitt waren 0.5 + 0.7% Blautia spp. pro Probe im Stuhl der LEU-Gruppe, 0.7
+ 1.1% pro Probe im Stuhl der IOT-Gruppe und 3.5 + 3.8 im Stuhl der Kontrollgruppe.
Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen dem prozentualen Anteil an Blautia spp.
in der LEU- Gruppe und der 10T- Gruppe mit z = - 2.22, p < .05 berechnet. In der 10T-
Gruppe (M = 0.7, SD = 1.1) war der Anteil an Blautia spp. signifikant hoher als in der
LEU -Gruppe (M = 0.5, SD = 0.7). AuBerdem ergab sich ein signifikanter Unterschied
mit z = - 6.02, p <.001 zwischen der LEU- und KG- Gruppe, dabei war der Anteil in der
KG- Gruppe (M = 3.5, SD = 3.8) signifikant hoher als in der LEU- Gruppe (M = 0.5, SD
= 0.7). Auch zwischen der 10T- und KG-Gruppe liel? sich ein signifikanter Unterschied
von z = - 4.75, p < .001 feststellen. In der KG -Gruppe (M = 3.5, SD = 3.8) war der
prozentuale Anteil von Blautia spp. signifikant hoher als in der 10T- Gruppe (M = 0.7,
SD =1.1).

Lachnospiraceae

Im Durchschnitt waren 8.9 + 13.4% Lachnospiraceae pro Probe im Stuhl der LEU-
Gruppe, 10.0 + 6.4% pro Probe im Stuhl der I0T-Gruppe und 12.9 + 5.6 im Stuhl der
Kontrollgruppe. Zwischen der LEU- (M = 8.9, SD = 13.4) und der 10T- Gruppe (M =
10.0, SD = 6.4) existierte ein signifikanter Unterschied mit z = - 2.52, p < .05. Es bestand
auch zwischen der LEU- (M = 8.9, SD = 13.4) und der KG- Gruppe (M =12.9, SD =5.6)
ein signifikanter Unterschied mit z = - 3.43, p = .001. Fir den Vergleich zwischen der
IOT -(M = 10.0, SD = 6.4) und der KG- Gruppe (M = 12.9, SD = 5.6) ergaben die

Berechnungen ebenfalls einen signifikanten Unterschied mit z = - 2.09, p < .05.

Ruminococcaceae

Im Durchschnitt waren 7.9 £ 11.8% Ruminococcaceae. pro Probe im Stuhl der LEU-
Gruppe, 9.5 £ 11.8% pro Probe im Stuhl der IOT-Gruppe und 15.8 + 6.5 im Stuhl der
Kontrollgruppe. Der Mann-Whitney U-Test ergab fur den Vergleich des prozentualen
Anteils der Ruminococcaceae der Gruppen LEU und 10T einen signifikanten Unterschied
mit z = - 2.43, p <.05, dabei war der prozentuale Anteil der IOT- Gruppe (M =9.5, SD =
11.9) signifikant hoher als der der LEU-Gruppe (M =7.9, SD = 11.8). Des Weiteren ergab
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der Vergleich zwischen der LEU- (M = 7.9, SD = 11.8) und der KG -Gruppe (M = 15.8,
SD = 6.5) einen signifikanten Unterscheid mit z = - 4.06, p < .001. Auch zwischen der
IOT- (M = 9.5, SD = 11.8) und der KG- Gruppe (M = 15.8, SD = 6.5) bestand ein
signifikanter Unterschied mit z = - 3.15, p <.05.
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Kultivierte Bakterien als Ausldser von klinischen Infektionen und deren Vorhandensein

im Mikrobiom vor der Infektion

Tabelle 5.

Kultivierte Bakterien in den mikrobiologischen Proben als Ausldser von klinischen
Infektionen und deren VVorhandensein im Mikrobiom (als 16s rDNA) allgemein und vor
dem Auftreten der klinischen Symptomatik.

Mikrobiologische Kultivierte Im Mikrobiom? Vor der klinischen

Probe Bakterien Symptomatik?

Blutkultur Proprioni Nein Nein
bacterium

Blutkultur Enterobacter Nein Nein
aerogenes

Blutkultur Staphylococcus Nein Nein
epidermidis

Blutkultur Staphylococcus Ja Nein
haemolyticus

Blutkultur Klebsiella Ja Ja
pnemoniae

Blutkultur E. coli, spater 3 Ja Ja
MRGN

Blutkultur Staphylococcus Ja Ja
epidermidis

Blutkultur E. coli 3 MRGN Ja Ja

Blutkultur E. coli Ja Ja

Blutkultur Staphylococcus Ja Ja
epidermidis

ZVK Staphylococcus Ja Ja
epidermidis

ZVK Staphylococcus Ja Ja

epidermidis

Anmerkung. ZVK = zentraler Venenkatheter; E. coli = Escherichia coli; MRGN = multiresistente gram

negative Bakterien
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Insgesamt wurden im Institut fur Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg
in zwolf verschiedenen mikrobiologischen Proben der LEU-Patienten (10 periphere
Blutkulturen und 2 Blutkulturen aus dem zentralen VVenenkatheter) Bakterien kultiviert
und somit als Ausldser flr infektiose Komplikationen nachgewiesen. Es wurde Proprioni
bacterium, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus haemolyticus, Klebsiella
pnemoniae, E. coli 3 MRGN, zwei Mal E. coli und vier Mal Staphylococcus epidermidis
nachgewiesen. Diese werden in Tabelle 5 aufgelistet. Die Proben stammen von elf
verschiedenen LEU-Patienten. Bei einem LEU-Patienten wurde sowohl in der peripheren
Blutkultur, als auch in der Blutkultur aus dem zentralen Venenkatheter Staphylococcus
epidermidis kultiviert. Von neun der zwoIf Bakterienkulturen war entspechende 16s
rDNA bereits im Mikrobiom vorhanden, davon war bei acht die 16s rDNA der
Bakterienspezies der Kultur vor einer klinischen Symptomatik und damit auch vor dem
Nachweis der mikrobiologischen Diagnostik im Mikrobiom nachweisbar. In drei Féllen
war die 16s rDNA der Bakterienspezies nicht im Mikrobiom vorhanden. In einem Fall
war zwar die 16s rDNA im Mikrobiom vorhanden, jedoch nicht vor dem Auftreten einer

Klinischen Symptomatik.
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Vier reprasentative LEU-Patienten mit erheblichen Veranderungen des Mikrobioms im

Therapieverlauf

Patient 1

Abbildung 24 Verédnderungen der relativen Haufigkeiten (in %) der verschiedenen
Familien des intestinalen Mikrobioms des akuten Leuk&mie -Patienten 1 (ber den
Zeitverlauf der Behandlung (Tag 1 = Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus
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Abbildung 25. Graphische Darstellung der verschiedenen Antibiotikatherapien (in den
jeweiligen farblichen Darstellungen) des akuten Leukdmie-Patienten 1 (ber den
Zeitverlauf der Behandlung (Tag 1 = Tag 1 des ersten Chemoterapiezyklus).

Der Patient 1 litt an einer bcr-abl positiven cALL. Die Vorphase und Induktionstherapie
wurde nach dem GMALL-Protokoll verabreicht. Die jeweilige Zusammensetzung des
Mikrobioms zu den Zeitpunkten der Stuhlprobenabgaben kann in Abbildung 24
eingesehen werden. Zusétzlich ist die antibiotische Therapie im Verlauf der Behandlung
(bis zum Tag 300) in Abbildung 25 einzusehen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und der
ersten Stuhlprobenabgabe hatte der Patient bereits bis zu 38,5°C Fieber am

wahrscheinlichsten auf Grund eines Panaritiums am rechten Daumen. Er wurde daraufhin
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mit Tazobactam, Piperacillin, Cotrimoxazol, Clindamycin und Ciprofloxacin behandelt.
Cotrimoxazol wurde mit kurzen Unterbrechungen bis zum 75. Tag der Behandlung weiter
gefuhrt. In der Aplasiephase bestanden keine weiteren Komplikationen. Bereits zu
Beginn bestanden 94% seines Stuhlmikrobioms aus Enterococcus faecium. Bei der 3.
Stuhlprobe hat sich der Enterokokkengehalt auf 0.04% vermindert. Er stieg bis zum Ende
auf 2% an. In der 3. Stuhlprobe betrug der Anteil an Bacteriodetes 47%. Dieser stieg in
der 4. und 5. Probe von 54% auf 63% weiter an. In der Probe nach der allogenen
Stammzelltransplantation fiel der Wert auf 4%. Auffallend ist, dass der Prozentanteil der
Enterobacteriaceae in der 6. Probe 91% betrug. In der 3. Probe waren 24%, in der 4. Probe
waren 16% und in der 5. Probe waren 26% Enterobacteriaceae. Sechs Tage nach der 3.
Stuhlprobenabgabe hatte der Patient einen deutlichen Fieberanstieg und wurde mit
Moxifloxacin therapiert. Eine Lokalisation des Infektfokus war nicht méglich. Fiinf Tage
nach der 4. Stuhlprobe war der Anus-Abstrich im Rahmen des Routinescreenings positiv.
Es wurde ein 3 MRGN E. coli nachgewiesen. Zwei Tage nach der vorletzten
Stuhlprobenabgabe wurde in den Blutkulturen aus der Peripherie Klebsiella oxytoca
nachgewiesen. AulRerdem wurden Blutkulturen aus dem zentralen Venenkatheter
abgenommen, darin wurden Staph. epidermidis und Klebsiella oxytoca nachgewiesen.
Der Patient befand sich in diesem Zeitraum in einer protrahierten Aplasiephase und hatte
Fieber. Als Infektfokus wurden der ZVK und die Mukositis 4. Grades festgelegt. Der
Patient wurde antibiotisch mit Ciprofloxacin, Cotrimoxazol, Meropenem und
Vancomycin behandelt. Im Verlauf erlitt der Patient ein Rezidiv der cALL mit
Blastenausschwemmung. Es fand eine Salvagetherapie nach dem FLAG-IDA-Protokoll
statt. In der darauffolgenden Aplasiephase hatte der Patient Diarrhoen. Die
Verdachtsdiagnose war eine Mukositis mit bakterieller Durchwanderung des Darms.
Unter einer antibiotischen Therapie mit Cotrimoxazol und Tazobactam besserte sich der
Zustand rasch. Im Verlauf hatte der Patient immer wieder Fieberspitzen bis 38,6°. Wegen
des Verdachts auf eine Katheterinfektion wurde der ZVK gewechselt und die
antibiotische Therapie auf Meropenem umgestellt. Im neuen ZVK wurde im Verlauf ein
E. coli mittels Blutkulturen nachgewiesen. Aufgrund einer positiven minimalen
Resterkrankung wurde die allogene Stammzelltransplantation durchgefiihrt. Bei der
stationdren Aufnahme zeigten sich noduldre Veranderungen in der Lunge und der Leber.

Es wurde die Verdachtsdiagnose einer hepatolienalen Candidiasis mit zusétzlich
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entzlindlichen Veranderungen der Lunge gestellt und eine Behandlung mit Tazobactam
und Caspofungin begonnen. Die Konditionierungschemotherapie fir die allogene
Stammzelltransplantation bestand aus Fludarabin und Busulfan. Die allogene
Stammzelltransplantation konnte daraufhin komplikationslos durchgefiihrt werden. Es
erfolgten eine stabile Regeneration der Neutrophilen und ein unsubstituierter Anstieg der
Thromobozyten. Vor Entlassung stiegen die CMV-Kopien im EDTA-Blut an. Dieser
Anstieg wurde mit Ganciclovir behandelt. Der Patient bekam erneut ein Rezidiv der c-
ALL mit Blastenausschwemmung. Es erfolgte eine erneute Behandlung mit einer
Vorphasetherapie bestehend aus Cyclophosphamid, Dexamethason und Dasatinib. Im
Rahmen dieses stationdren Aufenthalts wurde die letzte Stuhlprobe fur diese Studie
abgegeben. In der Aplasiephase fieberte der Patient wieder auf, in der Diagnostik lief}
sich kein Infektfokus finden. In der Remissionskontrolle zeigte sich eine komplette
Remission. Der Patient litt zunehmend unter Husten. Im low-dose CT-Thorax sah man
Infiltrate, die am ehesten mit einer atypischen Pilzpneumonie vereinbar waren. Der
Patient bekam zudem eine Graft versus Host Disease der Haut Grad I1°. Aufgrund der
schlechten respiratorischen Situation wurde er auf die Intensivstation verlegt und verstarb

aufgrund einer pneumogenen Sepsis im Rahmen einer CMV-Pneumonie.
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Patient 2

Abbildung 26 Verdnderungen der relativen Haufigkeiten (in %) der verschiedenen Familien des
intestinalen Mikrobioms des akuten Leuk&mie- Patienten 2 tiber den Zeitverlauf der Behandlung (Tag
1 =Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus)
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Abbildung 27. Graphische Darstellung der verschiedenen Antibiotikatherapien (in den jeweiligen
farblichen Darstellungen) des akuten Leuk&mie-Patienten 2 (iber den Zeitverlauf der Behandlung (Tag
1 =Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus).

Der Patient 2 litt an einer AML M4. In Abbildung 26 ist die Zusammensetzung des
Mikrobioms auf der Familienebene im Verlauf dargestellt. Parallel dazu ist in Abbildung
27 die antibiotische Therapie bis zum Tag 140 der Behandlung dargestellt. Die erste
Stuhlprobe wurde an Tag 1 der Induktionschemotherapie nach dem DA-Protokoll
abgegeben. In dieser zeigten sich 73% Bacteroidetes, in der 2. Stuhlprobe, 15 Tage spéter,
stieg der Wert auf 79% an. Gleichzeitig wurden in der zweiten Probe 8% Lachnospiraceae
nachgewiesen, in der ersten Probe waren es nur 4% Lachnospiraceae. Der Gehalt von
Ruminococcaceae fiel von 18% auf 8% ab. Der Patient fieberte an Tag 1 der

Induktionstherapie auf und wurde mit Moxifloxacin antibiotisch behandelt. 18 Tage nach
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dem Beginn der Chemotherapie, begann die Induktionsphase Il. Der Patient fieberte auf
bis 39°C und wurde zundchst nur mit Levofloxacin behandelt. Die klinischen Stuhlproben
waren positiv fur das Noro-Virus. Auf dem Boden dieser Infektion entwickelte sich eine
Pankolitis. Der Patient bekam eine antibiotische Therapie bestehend aus Ceftriaxon,
Levofloxacin und Metronidazol. Unter dieser Therapie fielen die Infektparameter ab.
Wahrend dieser Therapie wurde die dritte Stuhlprobe abgegeben. In dieser zeigten sich
erstmals Enterococcaceae mit 12%, der Anteil von Ruminococcaceae stieg auf 18% und
der Anteil von Lachnospiraceae auf 23%. Im weiteren Verlauf wurde die Patientin
laparoskopisch cholezystektomiert aufgrund einer akuten Cholezystitis. Ein Erreger
wurde nicht isoliert. Wegen der Blastenpersistenz entschied man sich fir eine allogene
Stammzelltransplantation. EIf Tage nach der Stammzelltransplantation war das
Rektalabstrich-Routinescreening positiv flr einen 4 MRGN Enterobacter aerogenes. Die
respiratorische Situation verschlechterte sich rapide. Im low-dose CT-Thorax waren
bilateral atypische Infiltrate zu sehen. Es wurde zundchst eine antibiotische Therapie mit
Cefuroxim und Cotrimoxazol begonnen. Die Antibiose wurde im Verlauf zunachst auf
Tazobactam, anschlieBend auf Meropenem und schlieflich auf Vancomycin und
Moxifloxacin umgestellt. Die immunsuppressive Therapie wurde durch hochdosierte
Steroidgaben abgeldst. Es erfolgte die Verlegung auf die Intensivstation und eine invasive
Beatmung wurde nétig. Im Trachealsekret wurde Enterococcus faecium nachgewiesen.
Waéhrend der Behandlung auf der Intensivstation wurde die vierte Stuhlprobe abgegeben.
Darin sah man einen deutlichen Anstieg des Enterococcaceae-Anteils auf 67%, aullerdem
betrug der Anteil der Corynebacteriaceae 25%. Die Patientin konnte extubiert und auf die
Normalstation zurilickverlegt werden. Im Abstrich des Tracheostoma fand man
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium. In der Stuhlprobe wurde das
Clostridium difficile Toxin nachgewiesen. Auf der Normalstation wurde die 5.
Stuhlprobe abgegeben, in welcher man einen weiteren Anstieg des Enterococcaceae-
Anteils auf 92% sieht. Vier Tage nach der Stuhlprobenabgabe wurde Enterococcus
faecium auch im Dauerkatheterurin nachgewiesen. Es wurde eine sechste Stuhlprobe
abgegeben, in der 88% Enterococcaceae und 7% Clostridiales vorhanden waren.
Waéhrend der letzten drei Stuhlprobenabgaben wurde die Patientin aufgrund o0.g. Befunde
zundchst mit Tazobactam und im weiteren Verlauf mit Meropenem sowie Cotrimoxazol

antibiotisch behandelt. Die Patientin verschlechterte sich respiratorisch erneut, so dass
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eine invasive Beatmung notwendig wurde. Es erfolgte eine breite antiinfektive Therapie,
jedoch ohne maf3geblichen Erfolg. Die Patientin verstarb mit beidseitigen Infiltraten an
Lungenversagen, am ehesten infektios differenzialdiagnostisch toxisch bedingt.

62



Patient 7

Abbildung 28 Veranderungen der relativen Haufigkeiten (in %) der verschiedenen Familien des
intestinalen Mikrobioms des akuten Leukdmie- Patienten 7 Uber den Zeitverlauf der Behandlung
(Tag 1 = Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus)
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Abbildung 29. Graphische Darstellung der verschiedenen Antibiotikatherapien (in den
jeweiligen farblichen Darstellungen) des akuten Leukémie-Patienten 7 Uber den Zeitverlauf
der Behandlung (Tag 1 = Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus).

Der Patient 7 litt an einer AML M4/5. Abbildung 28 ist die Zusammensetzung des
Mikrobioms auf der Familienebene im Verlauf dargestellt. Parallel dazu ist in Abbildung
29 die antibiotische Therapie bis zum Tag 240 der Behandlung dargestellt. Bereits das
erste Rektalabstrich-Routinescreening (an Tag 3 der Induktionschemotherapie) war
positiv fur VRE. Die Patientin wurde antibiotisch mit Tazobactam behandelt Die erste
Probe wurde an Tag 10 der Induktionschemotherapie abgegeben. Darin zeigten sich 56%
Bacteroidales, 14% Lachnospiraceae und 17% Ruminococcaceae. An Tag 15 zeigte sich
eine komplette Remission. An Tag 18 entwickelte der Patient eine Sepsis in Aplasie, am
ehesten aufgrund des infizierten zentralen Venenkatheters. Unter einer antibiotischen

Therapie mit Tazobactam, welche im Verlauf mit Moxifloxacin oralisiert werden konnte,
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gingen die Infektparameter deutlich zuruck. Wahrend des zweiten Zyklus der
Induktionschemotherapie stiegen das Fieber und das CRP in der Aplasiephase wieder an.
Erneut sprach der Patient klinisch gut auf Moxifloxacin an, zusatzlich wurde der Patientin
Levofloxacin oral gegeben. Ein Keimnachweis gelang nicht. Wahrend dieser Zeit wurde
die zweite Stuhlprobe abgegeben. Im Vergleich zur ersten Stuhlprobe nahmen die
Bacteroidales auf 52% und die Lachnospiraceae auf 5% ab, wahrend der Prozentanteil
der Ruminococcaceae auf 30% anstieg. Die Chemotherapie wurde mit der
Konsolidierungstherapie | fortgefuhrt. Wahrend dieses Zyklus wurde die dritte
Stuhlprobe abgegeben. Darin war zu sehen, dass die Bacteroidales auf 54% und die
Lachnospiraceae wieder auf 16% anstiegen, wéhrend die Menge an Ruminococcaceae
auf 23% abfiel. Erneut befand sich der Patient in einer langen Aplasiephase. Unter einer
antibiotischen Prophylaxe mit Levofloxacin zeigten sich keinerlei Infektzeichen. An Tag
15 der Konsolidierungstherapie Il waren die MRD — Marker positiv. In dieser Zeit wurde
die vierte Stuhlprobe abgegeben. Auffallig darin war, dass der Prozentanteil der
Bacteroidales auf 63% anstieg. AuRerdem nahm der Anteil der Ruminococcaceae 27%
zu, wahrend der Anteil der Lachnospiraceae auf 7% abfiel. Aufgrund der primar
therapierefraktdren  Erkrankung entschied man sich  fir eine allogene
Stammzelltransplantation. VVor Beginn der Konditionierungstherapie wurde Klebsiella
pneumoniae im Mittelstrahlurin festgestellt. Klebsiella pneumoniae war vor dem
Nachweis im Mittelstrahlurin nicht im Mikrobiom nachweisbar. Die Patientin wurde
kurzzeitg mit Clindamycin und im Anschluss daran mit Cotrimoxazol antibiotisch
behandelt. Die allogene Stammzelltransplantation wurde komplikationslos durchgefiihrt.
An Tag 10 bekam der Patient Fieber, jedoch keinen signifikanten Anstieg der
Entzindungsparameter. Das Fieber wurde mit Levofloxacin und im Verlauf Tazobactam
behandelt. Am Tag 10 wurden bei der mikrobiologischen Diagnostik Staph. epidermidis
an der Venenkatheterspitze festgestellt. Ab Tag 15 zeigte sich eine Regeneration der
Neutrophilen. 34 Tage nach der alloSZT bekam der Patient eine Graft versus Host
Disease der Haut. Diese war unter topischer Steroidgabe rucklaufig. An Tag 51 nach der
Transplantation wurde die letzte Stuhlprobe abgegeben. Darin sah man erstmalig ein
Vorkommen von Enterobacteriaceae mit einem Anteil von 24% am gesamten Mikrobiom
der Probe. Allerdings waren mit 0,2% kaum mehr Bacteroidales vorhanden. Stattdessen

stieg der Anteil von Lachnospiraceae im Vergleich zur vierten Stuhlprobe wieder auf 24%
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an, wahrend der Anteil von Ruminococcaceae im Vergleich zur vorherigen Probe auf
leicht von 27% auf 25% abfiel. Acht Tage spater bekam der Patient eine Graft versus
Host Disease des Darms, welche sich unter Steroidtherapie riicklaufig zeigte. Im
Anschluss  darauf erfolgte die  komplikationslose  Nachsorge in  der

Knochenmarkstransplantations-Ambulanz.
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Patient 8

Abbildung 30 Verénderungen der relativen Haufigkeiten (in %) der verschiedenen Familien des
intestinalen Mikrobioms des akuten Leukdmie- Patienten 8 (iber den Zeitverlauf der Behandlung (Tag
1 =Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus)
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Abbildung 31. Graphische Darstellung der verschiedenen Antibiotikatherapien (in den
jeweiligen farblichen Darstellungen) des akuten Leukamie-Patienten 8 liber den Zeitverlauf der
Behandlung (Tag 1 = Tag 1 des ersten Chemotherapiezyklus).

Der Patient 8 hatte eine langere hdmato-onkologische Vorgeschichte. Im Dezember 2012
wurde eine unklare Neoplasie festgestellt, diese wurde mit einer Vorphasetherapie
behandelt. Im April 2014 wurde eine AML M4/5 diagnostiziert. Abbildung 30 ist die
Zusammensetzung des Mikrobioms auf der Familienebene im Verlauf dargestellt.
Parallel dazu ist in Abbildung 31 die antibiotische Therapie bis zum Tag 100 der
Behandlung dargestellt. Zum Zeitpunkt der Diagnose hatte der Patient eindriickliche
leuk&dmische Infiltrate in der Haut (sog. Chlorome). Es wurde eine VVorphasetherapie und
Induktionschemotherapie nach dem GMALL-Protokoll begonnen. Kurz darauf fieberte

der Patient bis auf 39,8° C auf. Im low-dose CT-Thorax zeigte sich eine interstitielle
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Zeichnungsvermehrung. Der Patient bekam Levofloxacin, darunter zeigte sich allerdings
keine Besserung des Klinischen Zustands. Die antibiotische Therapie wurde auf
Clarithromycin eskaliert. Die Infektparameter waren darunter rucklaufig und die
antibiotische Therapie wurde auf Levofloxacin umgestellt. An Tag 7 der Chemotherapie
wurde die erste Stuhlprobe abgegeben. Darin waren hauptséchlich Enterococcaceae mit
80% und Staphylococcaceae mit 19% zu sehen. An Tag 10 der Chemotherapie fieberte
der Patient erneut auf. Es erfolgte eine Therapie mit Piperacillin, Tazobactam und
Amikacin. Neun Tage nach der ersten Stuhlprobenabgabe wurde die zweite Stuhlprobe
abgegeben. Der Anteil der Enterococcaceae betrug darin 96%. Zu diesem Zeitpunkt hatte
der Patient starke Diarrhoen, diese wurden mit Metronidazol behandelt. Anschlie3end
wurde der Patient mit Ciprofloxacin behandelt. Die Entztindungswerte fielen ab. Wegen
der extramedulldren kutanen Manifestation bestand die Indikation zur allogenen
Stammzelltransplantation. Aufgrund erneuter Hautherde und
Lymphknotenvergrofierungen wurde eine kombinierte Rezidiv- und
Konditionierungschemotherapie durchgefihrt. Drei Tage vor der Transplantation bekam
der Patient Fieber und die Entziindungsparamter stiegen an. Allerdings zeigten sich in der
Diagnostik keine Hinweise auf einen Infektfokus. Der Patient wurde mit Tazobactam,
Piperacillin, Azactam und Caspofungin behandelt. Am Tag der allogenen
Stammzelltransplantation  fielen die Entzindungswerte ab. Es erfolgte die
komplikationslose Stammzelltransplantation. Vierzehn Tage danach wurde die dritte
Stuhlprobe abgegeben. Man sah einen deutlichen Abfall des Enterococcaceae-Anteils auf
17%. Erstmalig waren Lachnospiraceae (26%) und Ruminococcaceae (17%) zu sehen.
An Tag 15 nach der Transplantation fieberte der Patient auf 39°C auf und an der Spitze
des zentralen Venenkatheters wurde Staphylococcus epidermidis isoliert. Der Patient
bekam Tazobactam und Piperacilin sowie Azactam. Im Verlauf wurde Azactam bei
persistierendem Fieber beendet und die antibiotische Therapie auf Tazobactam,
Piperacillin und Vancomycin umgestellt. Das Fieber persistierte jedoch weiterhin. An
Tag 18 nach der Stammzelltransplantation zeigten sich Graft-versus-Host-Disease
typische Hautveranderungen an 25% der Korperoberflache. Diese sprachen gut auf eine
topische Steroidtherapie an. Da die infektiologische Fokussuche erfolglos verlief, wurde
das Fieber mit der GvHD-Reaktion erklart. Die antibiotische Therapie wurde schrittweise

abgesetzt. An Tag +25 nach der Stammzelltransplantation bekam der Patient wassrige
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Diarrhoen. Die mikrobiologische Diagnostik des Stuhls blieb ohne Nachweis eines
auslosenden Keims. In einer Koloskopie wurde eine GVHD des Darms Grad 1V bestétigt.
Zwei Tage spater wurde die vierte Stuhlprobe abgegeben. Der Prozentanteil der
Enterokokken nahm wieder deutlich auf 69% des gesamten Mikrobioms zu. AuRerdem
waren wieder Staphylococcaceae mit 23% nachweisbar. Um die GvHD symptomatisch
zu behandeln, wurde die immunsuppressive Therapie erweitert. An Tag +29
verschlechterte sich der Allgemeinzustand des Patienten massiv. Ein Tag danach wurde
die funfte Stuhlprobe gesammelt. Darin sah man eine deutliche Abnahme der
Enterococcaceae auf 0,8%, wobei 41% Klebsiella spp. und 27% Staphylococcaceae
nachgewiesen wurden. Im weiteren Verlauf bekam der Patient eine GvHD der Leber mit
einem hepatorenalen Syndrom. Der Patient verstarb an einem Multiorganversagen durch

eine akute GvHD nach allogener Stammzelltransplantation.
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4. Diskussion

Veranderungen der bakteriellen Diversitat im Mikrobiom und der Bakterienmenge im
Vergleich zwischen den drei Probandengruppen

In der vorliegenden Studie wurde ein signifikanter Verlust der bakteriellen Diversitat
andhand der OTUs und des Shannon Index bei Patienten mit akuter Leuk&mie im
Vergleich zur 10T- und Kontrollgruppe festgestellt. Dies zeigt, dass die Veranderungen
im Mikrobiom der LEU-Patienten erheblich sind. Holler et al. (2014) zeigten, dass bei
Patienten wahrend und nach einer allogenen Stammzelltransplantation eine erhebliche
Veranderung in der Diversitat des Mikrobioms zu beobachten ist. Die Patienten in der
Studie von Holler et al. (2014) wiesen auch schon in der Konditionierungstherapie vor
der Transplantation grofRe Verdnderungen im Mikrobiom auf, dies passt zu den
Ergebnissen der vorliegenden Studie. Des Weiteren konnten auch Taur et al. (2012)
nachweisen, dass die Diversitdt wahrend einer allogenen Stammzelltransplantation
abnimmt. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass auch andere
Behandlungen h&matologischer Erkrankungen, wie die akuten Leukdmien, oder die
Erkrankungen selbst signifikante Verdnderungen im Mikrobiom hervorrufen. Eine
Schwache der Studie ist, dass alle longitudinal gesammelten Stuhlproben der LEU-
Patienten mit den einmalig gesammelten Stuhlproben der 10T- und Kontrollgruppe
verglichen werden. Die Stérke des Projekts ist jedoch der Vergleich zu anderen
Probandengruppen. Da es schwer ist ein ,,physiologisches* Mikrobiom zu definieren,
entschieden wir uns fir den Vergleich mit dem Stuhl einer gesunden, nicht vorerkrankten,
nicht medikamentds therapierten Kontrollgruppe. Interessanterweise sieht man auch
zwischen der IOT- und der Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied in der
Diversitat. Man konnte festhalten, dass sich die Diversitat des Mikrobioms der 10T-
Probanden mit einem multiresistenten Keim nicht komplett restituiert. Es konnte auch ein
signifikanter Verlust der Bakterienmenge der Stuhlproben der LEU-Patienten im
Vergleich zu den beiden anderen Probandengruppen festgestellt werden. Holler et al.
(2014) konnten auch einen Verlust der Bakterienmenge im Zusammenhang mit einem
Verlust der bakteriellen Diversitdt beobachten. Diese Arbeitsgruppe quantifizierte die
Bakterienmenge allerdings nur indirekt. Durch die quantitative PCR benutzten wir eine

direkte Methode, um das Mikrobiom nicht nur qualtitativ mittels 16s rDNA, sondern auch
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quantitativ zu analysieren. Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass, wie bei der
bakteriellen Diversitat auch, ein signifikanter Verlust der Bakterienmenge zwischen der
IOT- und der Kontrollgruppe besteht. So kdnnte man annehmen, dass bei IOT-Probanden,
entweder durch ihre vorhergehende Therapie oder durch die Tumorerkrankungen selbst,
eine gewisse Narbe im Mikrobiom zurtick bleibt. Die Limitationen, wie sie oben in Bezug
auf die verminderte Diversitdt beschrieben werden, missen auch im Kontext der

veranderten Bakterienmenge beachtet werden.

Longitudinale Veranderungen der bakteriellen Diversitat und der Bakterienmenge im
Stuhl der der LEU Patienten

Die bakterielle Diversitat der LEU-Patienten veranderte sich auch im Therapieverlauf. So
startete ein Teil der Patienten mit sehr geringen Anzahlen an OTUs in die Chemotherapie.
Da die Probenanzahl der LEU-Patienten im Verlauf relativ gering ist, ist es nicht mdglich
statistische Aussagen zur Signifikanz der Veranderungen der Diversitat zu treffen.
Vergleicht man die Bakterienmenge der LEU-Patienten im Therapieverlauf, so zeigte
sich kein signifikanter Unterschied. Wahrend die Arbeitsgruppe Galloway-Pena et al.
(2016) zwar nachweisen konnte, dass sich die alpha-Diversitdt im Verlauf der
Induktionstherapie signifikant verminderte, duRerten sie sich nicht zu dem weiteren
Verlauf der Diversitat des Mikrobioms der Patienten mit AML. Berlicksichtigt man die
Erkenntnisse, dass eine antiinfektive Therapie sowie die zytoreduktiven
Chemotherapeutika einen groRen Einfluss auf das Mikrobiom haben, so muss man sagen,
dass ein Teil der Hypothese ,,Patienten mit akuter Leukdmie zeigen wéhrend des
Therapieverlaufs erhebliche Verdnderungen im Mikrobiom auf* durch die vorliegenden
Ergebnisse statistisch nicht bestétigt werden kann. Durch unsere Studie kann der
Zeitpunkt der Veranderung des Mikrobioms nicht festgelegt werden. Allerdings konnte,
wie oben beschrieben, nachgewiesen werden, dass sich das Mikrobiom in seiner
Bakterienmenge und Bakterien-Diversitét bei LEU-Patienten signifikant von dem anderer

Probanden unterscheidet.
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Veranderungen der Immunreaktion durch das Mikrobiom

Das Mikrobiom im Darm beeinflusst mai3geblich die lokalen Immunreaktionen der
Darmmukosa. Schon vor 40 Jahren zeigte Van Bekkum et al. (1974), dass die
gastrointestinale Mikroflora Antworten des Immunsystems induziert, keimfreie Tiere
zeigten damals keine Graft-versus-Host-Disease. Ebenso beschrieben Littman and Pamer
(2011), dass Veranderungen im Okosystem des Mikrobioms in einer Dysbiose, welche
Krankheiten auslost, resultieren kénnen. Als konkretes Beispiel, inwiefern Bakterien des
Darms das Immunsystem beeinflussen konnen, dient die Arbeit von Round and
Mazmanian (2009). In dieser Arbeit wird beschrieben, wie das von Bacteroides fragilis
produzierte Polysaccharid A die Konversion von CD 4+ T-Zellen in regulatorische T-
Zellen begunstigt. Durch die reduzierte Diversitat und Bakterienmenge des Mikrobioms
der LEU-Patienten kommt es zu Veranderungen im Mikrobiom, die man als Dysbiose
des Mikrobioms bezeichnen konnte. So konnte geschlussfolgert werden, dass bei
Patienten mit einer geringeren Diversitat und Bakterienmenge auch ein veréndertes
lokales Immunsystem der Mukosa vorherrscht. Damit wird ein Teil der Hypothese
bezuglich der verédnderten Immunitat bei Patienten mit akuter Leukamie, unter

Berlicksichtigung der methodischen Limitationen, bestétigt.

Veranderungen des Mikrobioms als erhohte Infektionsgefahr bei Patienten mit akuter

Leukamie

Es werden verschiedene Grinde fir die erhdhte Infektionsgefahr von Patienten mit akuter
Leukamie diskutiert. Zum einen wird das Immunsystem der Patienten durch die intensive
Chemotherapie komprimiert, des Weiteren stellen febrile Episoden und Infektionen eine
grolRe Gefahr fiir diese Patienten dar (Lech-Maranda et al., 2010). Zum anderen kann die
Trizytopenie, welche meist bei Erstdiagnose der akuten Leukdmie besteht, die
Infektionsgefahr erhéhen. Veranderungen im Mikrobiom kénnen aber auch Infektionen
beglnstigen. Taur et al. (2012) beobachteten Veranderung im Mikrobiom bei allogen-
stammzelltransplantierten Patienten, welche in Zusammenhang mit Bakteriamien
gebracht werden konnten. Holler et al. (2014) fanden heraus, dass ein Verlust an
bakterieller Diversitat inflammatorische Prozesse begiinstigen konnte. Einige LEU-
Patienten zeigten bereits in den ersten Tagen der Chemotherapie erhebliche infektise

Komplikationen. Auf Grund der geringen Probandenanzahl ist es nicht moéglich, die
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Infektionen mit einer bestimmten Ursache zu assoziieren. Das Mikrobiom wird durch
viele Einflussfaktoren alteriert und somit ldasst sich nicht sagen, bis zu welchem Grad
allein die Veranderung des Mikrobioms fir eine erhdhte Infektionsgefahr verantwortlich
ist. Oben genannte Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen zeigen jedoch, dass man den
Einfluss des Mikrobioms auf infektiose Geschehen nicht unterschatzen darf.

Dominanz des Mikrobioms durch einige wenige Bakterien als Risikofaktor fur infektitse

Komplikationen

In den Ergebnissen wurden die Verédnderungen im Mikrobiom von vier LEU-Patienten
im Verlauf der Therapie detailliert erldutert. Bei jedem der vier Patienten zeigte sich von
Anfang ein bakterielles Taxon, das das Mikrobiom dominiert hat. Ist der prozentuale
Anteil eines bakteriellen Taxons am Mikrobiom > 30%, kann von einer intestinalen
Dominanz gesprochen werden (Taur et al., 2012). Die Art des Taxons dnderte sich zwar
bei den jeweiligen Patienten im Therapieverlauf, es blieb jedoch immer eine Dominanz
eines Taxons bestehen. Wahrend ihrer Therapie litten die Patienten an vielen infektidsen
Komplikationen. Auf Grund der geringen LEU-Probandenanzahl und der relativ geringen
Stuhlprobenanzahl, kann die Dominanz eines Bakteriums statistisch nicht als eindeutige
bzw. alleinige Ursache der infektiosen Komplikation identifiziert werden. Allerdings
unterstutzen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Taur et al. (2012) die Vermutung, dass
eine intestinale Dominanz eines Bakteriums infektiose Komplikationen beginstigt. In der
Studie von Taur et al. (2012) konnte die intestinale Dominanz mit einer erhéhtem
Vorkommen von Bakteriamien bei Patienten mit allogener Stammzelltransplantation
korreliert werden. Montassier et al. (2016) untersuchten das Vorkommen von
Bakteridmien bei Patienten mit einem Non-Hodgkin Lymphom in Korrelation mit der
Diversitat des Mikrobioms vor dem Beginn einer Therapie. Sie zeigten, dass Patienten
mit einer erniedrigten Diversitat vor Therapiebeginn im spéteren Therapieverlauf mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit an einer Bakteridmie erkrankten. Da unsere Patienten
von Anfang an durch die Dominanz eines bakteriellen Taxons eine verminderte Diversitat
aufwiesen, unterstiitzen die Arbeit von Montassier et al. (2016) und die vorliegenden
Ergebnisse die Hypothese, dass die Dominanz eines Bakteriums mit infektitsen

Komplikationen vergesellschaftet ist.
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Pathogene oder protektive Bakterien als Einflussfaktoren auf das Outcome der

Patienten

Wie im vorhergehenden Abschnitt erlautert, begunstigt die Dominanz eines Bakteriums
das Auftreten von Infektionen. Bisher ist es allerdings nicht in grofRerem Ausmaf
gelungen, bestimmte Bakterien Taxa eindeutig einem negativen oder auch positiven
Einfluss auf das Therapieergebnis von Patienten zu zuschreiben. Auf Grund der Vielfalt
des Mikrobioms und der sehr individuellen klinischen Verlaufe ist es schwierig,
bestimmte Bakterien statistisch eindeutig mit einem verbesserten oder verschlechterten
Outcome zu verknlpfen. In der vorliegenden Studie wurde versucht, Bakterien zu
identifizieren, die im Mikrobiom der 10T- und Kontrollgruppe mehr vorhanden sind als
im Mikrobiom der LEU-Gruppe. Diese Bakterien kdnnten einen protektiven Effekt auf
das Milieu des Darms haben und so infektiose Komplikationen vermindern. AuRerdem
wurde versucht, Bakterien zu identifizieren, die vermehrt im Mikrobiom der LEU-
Patienten vorhanden sind, dabei kdnnten diese Bakterien wiederum einen negativen
Einfluss auf den Verlauf der Patienten haben. Da Klebsiella spp., insbesondere Klebsiella
pneumoniae, viele nosokomiale Infektionen hervorrufen, ist es von Interesse, den Anteil
von Klebsiella spp. am Mikrobiom genauer zu analysieren. Unter normalen Umsténden
haben Klebsiella spp. nur einen geringen Anteil am Mikrobiom des Darms (Caballero et
al., 2015). Die Kolonisation an sich hat keinen Krankheitswert, aber sobald die Barriere
der Darmmukosa beeintrachtigt ist, kdnnen Klebsiellen eine systemische Infektion und
Reaktion auslésen (Donskey, 2004). Die Arbeitsgruppen Ubeda et al. (2010) und Taur et
al. (2012) zeigten, dass einer Sepsis mit zum Beispiel Klebsiella pneumoniae eine
Kolonisation des Darms mit diesem Bakterium vorausgeht. Der Verlust der ,,colonization
resistance* sowie die reduzierte bakterielle Dichte scheinen das Eindringen der Bakterien
zu beglnstigen. Diese wissenschaftlichen Erkenntnisse sprechen dafir, dass bei Patienten
mit einer geschadigten Darmmukosa, was auf die LEU-Patienten dieser Studie zutrifft,
vermehrt Klebsiella spp. im Darm zu finden sind. In der vorliegenden Studie konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied im prozentualen Anteil von Klebsiella spp. am
Mikrobiom der Gruppen LEU, 10T und KG festgestellt werden. Es ist jedoch
hervorzuheben, dass in der KG keine Besiedlung mit Klebsiella spp. nachzuweisen war.
Im Gegensatz dazu war sowohl in der LEU-, als auch in der IOT- Gruppe eine Besiedlung

nachzuweisen. Ein Grund fir den fehlenden signifikanten Unterschied kdnnte sein, dass
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die Anzahl an Stuhlproben relativ gering ist und somit keine statistische Relevanz der
Unterschiede erreicht wurde. Aullerdem wurde nicht nur die Spezies Klebsiella
pneumoniae berlcksichtigt, sondern alle Spezies des Genus Klebsiella. Des Weiteren
zeigten Perez et al. (2011) im Mausmodell, dass die Besiedlung von Klebsiella spp. vor
allem durch Antibiotika, welche gegen Anaerobier und Bacteroides wirken (z.B.
Clindamycin, Piperacillin-Tazobactam), begunstigt wird. Obwohl die LEU-Patienten
unter anderem auch diese Antibiotika eingenommen haben, kénnte es sein, dass sie zu
den Zeiten der Stuhlprobenabgabe nicht damit therapiert worden sind und somit die
Besiedlung mit Klebsiella spp. in dem Moment nicht begunstigt war. Nicht zu vergessen
ist, dass es bisher keine Untersuchung zur Besiedlung mit Klebsiella spp. bei Patienten
mit akuten Leukamie gab. Es konnte somit sein, dass im Falle einer akuten Leuk&mie
oben genannte Erkenntnisse beztiglich der Besiedlung mit Klebsiella spp. nicht zutreffen.
Normalerweise machen Enterococcaceae nur einen kleinen Teil des Darmmikrobioms
aus (Eckburg et al., 2005). Eine Uiberméliige Besiedlung des Darms mit Enterococcaceae
wird normalerweise durch kommensale Bakterien verhindert. Die Kommensalen
induzieren antimikrobielle Peptide, wie zum Beispiel Reg3alpha. Reg3alpha ist das
Hauptpeptid, welches eine Uberwucherung mit Enterococcus spp. verhindert. Durch eine
Antibiotikatherapie vermindert sich die Induktion der antimikrobiellen Peptide
(Kinnebrew et al., 2010). Die LEU-Patienten in der vorliegenden Studie bekamen viele
verschiedene und eine hohe Anzahl an Antibiotika. Die Verwendung von Antibiotika
fuhrt zu Veranderungen der Zusammensetzung kommensaler Bakterien im Darm. So
wird zum Beispiel durch die Behandlung mit Antibiotika gegen Anaerobier die
Besiedlung von Enterococcaceae begunstigt (Donskey et al., 2000). Die Dominanz von
Vancomycin resistenten Enterokokken geht einer Infektion des Blutstroms bei Patienten
nach einer allogenen Stammzelltransplanation voraus (Ubeda et al., 2010). Um
herauszufinden, ob auch bei Patienten mit akuter Leukédmie vermehrt Enterococcus spp.
im Mikrobiom zu finden sind, wurde der prozentuale Anteil der Enterococcus spp.
zwischen der LEU-, 10T- und Kontrollgruppe verglichen. In der LEU-Gruppe fanden
sich deutlich mehr Enterococcaceae im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und der
IOT-Gruppe. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch Patienten mit akuten Leukdmien zu einem
sehr hohen Anteil mit Enterococcaceae besiedelt sind und bestétigt die Hypothese, dass

im Mikrobiom der LEU-Patienten vermehrt potenziell pathogene Keime zu finden sind.
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Wie in oben genannten Veroffentlichungen gezeigt wurde, birgt eine tbermaRige
Kolonisation mit Enterococcus spp. ein hohes pathogenes Potenzial sowie eine grof3e

Gefahrdung fir immunsupprimierte Patienten.

Genauso wie Klebsiella spp. kdnnen auch andere gram-negative Enterobacteriaceae des
Mikrobioms wie Escherichia spp. nach der Therapie mit Antibiotika zu einer Bakteriamie
fuhren (Buffie and Pamer, 2013). Ganji et al. (2016) wiesen erhthte Anteile von
Enterobacteriaceae in Patienten mit Gastroenteritis nach. Auch bei Patienten mit
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wurden vermehrt Escherichia-Shigella spp.
gefunden (Chen et al., 2014). Daher ist es interessant herauszufinden, ob der Anteil an
Escherichia-Shigella spp. auch bei Patienten mit akuter Leukamie im Vergleich zur 10T-
und Kontrollgruppe erhéht ist. Vergleicht man den Anteil von Escherichia-Shigella spp.
zwischen der LEU-, 10T- und der Kontrollgruppe so zeigen sich signifikante
Unterschiede in den prozentualen Anteilen am Mikrobiom. Bei den Probanden aus der
IOT-Gruppe war der Anteil am hdchsten. Diese Patienten wurden lange wegen ihrer
malignen Erkrankung therapiert und sind mit einem multiresistenten Keim besiedelt,
dabei konnte das Mikrobiom langfristig geschadigt worden sein, so dass eine Besiedlung
mit Escherichia-Shigella spp. persistiert. Diese signifikanten Unterschieden zwischen der
IOT- und LEU-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe unterstiitzen die Hypothese,
dass bei Patienten mit akuter Leukdmie vermehrt potenziell pathogene Bakterien

vorhanden sind.

Galloway-Pena et al. (2016) beobachteten bei Patienten mit AML in der
Induktionstherapie einen signifikanten Verlust von anaeroben Bakterien, wie zum
Beispiel Prevotella spp. und Blautia spp.. In der vorliegenden Studienkohorte konnte
ebenfalls ein signifikanter Verlust der Spezies im Mikrobiom der LEU-Patienten im
Vergleich zu dem der Kontrollgruppe festgestellt werden. Da Blautia spp. und Prevotella
spp. vermehrt in gesunden Probanden vorkommen und sich in der Studie von Galloway-
Pena et al. (2016) wahrend der Induktionschemotherapie vermindern, konnte
geschlussfolgert werden, dass diese Spezies einen protektiven Effekt fur den Probanden
darstellen. Um eine Korrelation zwischen dem Verlust der Bakterien und dem Verlauf
von Patienten mit akuter Leuk&mie feststellen zu konnen, ist die vorliegende
Studienkohorte zu klein, und es musste eine deutlich groRere Anzahl an LEU-Patienten

beziiglich ihres Mikrobioms untersucht werden. Eine weitere Limitation ist, dass
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Prevotella spp. vermehrt bei Menschen vorkommt, die nicht von der westlichen
industrialisierten Lebensweise beeinflusst werden (Martinez et al., 2015, De Filippo et
al., 2010). AulRerdem scheint der Anteil von Prevotella spp. am Mikrobiom durch eine
kohlenhydratreiche Ernédhrung erhdht zu werden (Wu et al., 2010). Die Unterschiede am
prozentualen Anteil von Prevotella im Mikrobiom kdnnten daher auch durch individuelle
Lebensarten und Erndhrungsgewohnheiten der LEU- und Kontrollgruppe hervorgerufen
werden. Jenq et al. (2015) wiesen nach, dass eine erhdhte Menge an Blautia spp. im
Mikrobiom die Letalitat einer Graft-versus-Host-Disease bei stammzelltransplantierten
Patienten reduzierte. Auch in unserer Studienpopulation stellten wir einen signifikanten
Unterschied zwischen dem prozentualen Gehalt an Blautia spp. im Mikrobiom der LEU-
und der Kontrollgruppe fest. Bei LEU-Patienten war der Anteil von Blautia spp. deutlich
geringer. Dies unterstitzt die Hypothese, dass bei Patienten mit einer akuten Leuk&mie
weniger potenziell protektive Bakterien vorhanden sind. Als Limitation ist wieder die zu
geringe Stuhlprobenanzahl zu sehen, mit der es nicht mdglich ist, eine statistische
Korrelation zwischen dem Outcome und dem Gehalt an Blautia spp. festzustellen. Des
Weiteren zeigten die LEU-Patienten einen zu unterschiedlichen Therapieverlauf und die
vielfaltigen Einflussfaktoren auf das Mikrobiom lassen sich so nicht eindeutig

identifizieren.

Bakterien des Darms, die kurzkettige Fettsauren produzieren, wie zum Beispiel Butyrat,
fordern ein gesundes Umfeld im gastrointestinalen Trakt (Montassier et al., 2016) und
haben einen protektiven Effekt im distalen Kolon (Wong et al., 2006). Bisher ist von
Faecalibaterium prauznitii und bestimmten Clostridia spp. Clustern bekannt, dass sie
Butyrat produzieren kénnen und damit einen antiinflammatorischen Effekt auf den Darm
haben (van Vliet et al., 2010b). Diese Bakterien sind Teil der Klasse der Clostridia spp..
Bei Patienten mit einer chronischen entziindlichen Darmerkrankung ist die Menge an
Clostridia spp. im Mikrobiom vermindert. Lachnospiraceae und Ruminococcaceae sind
Familien der Klasse Clostridia und ebenfalls, neben anderen Genera, im entzlindeten
Darm bei Patienten mit Morbus Crohn vermindert (Gevers et al., 2014). Da diese
Familien bei gesunden Probanden vermehrt vorkommen, haben sie eventuell einen
protektiven Effekt. Meehan and Beiko (2014) beobachteten, dass Mitglieder der Familie
Lachnospiraceae mit einem Schutz vor kolorektalem Karzinom einhergehen. Um einen

eventuell protektiven Effekt bei Patienten mit akuter Leuk&mie nachzuweisen, wurde der
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prozentuale Anteil von Lachnospiraceae und Ruminococcaceae zwischen der gesunden
Kontrollgruppe und den LEU-Patienten vergleichen. In der gesunden Kontrollgruppe
waren signifikant mehr dieser Familien vorhanden, wahrend sie im Mikrobiom der LEU-
Gruppe vermindert waren. Dieses Ergebnis unterstutzt die Ergebnisse der oben
erlauterten wissenschaftlichen Arbeiten, dass die Familien durch ihre mogliche
Produktion von Butyrat einen protektiven Einfluss auf das Mikrobiom und damit das
Umfeld des Darms haben. Diese Schlussfolgerung kann nur unter Berlcksichtigung der
methodischen Limitationen dieser Studie gezogen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass signifikante Unterschiede in den prozentualen
Anteilen bestimmter Bakterien am Mikrobiom der LEU- und der Kontrollgruppe
bestehen. Durch verschiedene wissenschaftliche Erkenntnisse gestiitzt, kann vermutet
werden, dass manche Bakterien protektive und andere pathogene Eigenschaften
aufweisen. Durch die relativ geringe Stuhlprobenanzahl und die individuellen
Therapieverlaufe, kann allerdings statistisch keine Korrelation zwischen der Menge an
Bakterien und einem besseren oder schlechteren Uberleben der LEU-Pateinten
festgestellt werden. Die aufgestellten Vermutungen bieten Anlass, in einer groRer

angelegten Studie untersucht zu werden.

Nachweisbarkeit pathogener Bakterien im Stuhlmikrobiom vor dem Auftreten von

systemischen Blutstrominfektionen mit denselben Bakterien

Bei Patienten, die mit einer allogenen Stammzelltransplantation therapiert wurden, ist die
Dominanz des Mikrobioms durch ein Bakterium mit nachfolgenden Bakteridmien
desselben Bakteriums assoziiert (Ubeda et al., 2010). Patienten mit akuter Leukamie, die
vor einer allogenen Stammzelltransplanation mit einem VRE kolonisiert sind, haben ein
erhéhtes Risiko an einer systemischen Infektion des Blutstroms zu erkranken (Ford et al.,
2017). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Erreger einer Bakteriamie durch die
beschadigte Darmmukosa in den Kreislauf gelangen kénnten. In der vorliegenden Studie
wurden mikrobiologisch Erreger einer Bakteriamie kultiviert. Von diesen Erregern wurde
ein groBer Teil im Mikrobiom der Patienten nachgewiesen bevor eine klinische
Symptomatik der Infektion auftrat. Obwohl dieses Ergebnis die Hypothese unterstiitzt
und vermuten lasst, dass viele Erreger durch die Darmmukosa in den Blutkreislauf

gelangen, muss beachtet werden, dass unterschiedliche Methoden des Nachweises,
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namlich die mikrobiologische Kultivierung und die 16s rDNA Sequenzierung
miteinander verglichen werden. Um nachzuweisen, dass es sich um exakt dieselben
Bakterien handelt, ware ein gleiches Nachweisverfahren zu bevorzugen. Trotzdem
eroffnet diese Erkenntnis neue Mdoglichkeiten, das Risiko eines Patienten mit akuter

Leukdmie an einer Bakteriamie zu erkranken einzuschatzen.

Methodische Limitationen

Das Studiendesign beabsichtigte, bei AML-Patienten an Tag 14 und Tag 28 der
Induktionschemotherapie sowie jeweils zur Aufnahme und Entlassung eines jeden
Chemotherapie Zyklus eine Stuhlprobe zu sammeln. Auferdem sollten bei jeder
infektiosen Komplikation eine Stuhlprobe abgegeben werden. Galloway-Pena et al.
(2016) konnten zeigen, dass es von Vorteil sein konnte, kontinuierlich alle 96 Stunden
Stuhlproben zu sammeln, um kuzfristige Anderungen im Mikrobiom noch umfassender
zu monitorieren. So ist der Abstand der Stuhlprobensammlung von 14 Tagen relativ lang
und als potentielle Limitation zu sehen. Die Stuhlproben wurden nach der Befiillung des
Réhrchens im Badezimmer des Patienten belassen und sobald als moglich abgeholt und
bei -80°C eingefroren. Wu et al. (2010) sahen ein unmittelbares Einfrieren der Proben auf
-80°C als Goldstandard an. Diese Arbeitsgruppe zeigte aber ebenfalls, dass es keinen
signifikanten Unterschied in der Zusammensetzung des Mikrobioms gibt, wenn die
Proben fur 24 Stunden auf Eis gelagert wurden, bevor sie auf -80°C eingefroren werden,
oder wenn sie sofort in eine bestimmte Pufferlésung (PSP Invitek Puffer) gelegt wurden.
Eine Kkurzfristige Lagerung bei Raumtemperatur konnte die Zusammensetzung des
Mikrobioms beinflussen. In zukinftigen Projekten sollten die Proben beispielsweise auf
Eis gelagert werden, wenn der klinische Ablauf keine sofortige Lagerung bei -80°C

gewahrleisten kann.

Eine Stéarke der vorliegenden Studie ist, dass neben der Stuhlprobensammlung auch eine
detaillierte Analyse beziiglich einer moglichen Besiedlung mit multiresistenten Keimen
in den LEU- und IOT- Gruppen erfolgte. So wurden diese Patienten mittels Abstrich des
Analkanals engmaschig monitoriert. Als Nachteil ist zu vermerken, dass von den
gesunden Probanden der Kontrollgruppe kein Abstrich des Analkanals erfolgte, sondern

dieser Parameter nur anamnestisch erhoben wurde.
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Des Weiteren erfolgte in dieser Studie eine quantitative Auswertung der Bakterienmenge
mittels qPCR. In der Arbeit von Galloway-Pena et al. (2016) wurden die Stuhlproben nur
mittels 16s rDNA Sequenzierung analysiert und somit keine Aussagen zu quantitativen
Verénderungen des Stuhlmikrobioms gemacht.

Bezliglich der demografischen Daten der gesamten Studiengruppe lassen sich einige
Limitationen feststellen. So ist zum Beispiel die Probandenanzahl der verschiedenen
Gruppen unterschiedlich und die Gesamtzahl mit N = 66 gering. Dies ist zuruckzufuhren
auf die relativ geringe Anzahl an Erstdiagnosen der akuten Leuk&mie. Das
Einschlusskriterium, dass mindestens sechs Monate vor Aufnahme in die Studie keine
antibiotische Therapie erfolgt war, schrankt die Anzahl der einzuschlieBenden Patienten
weiter ein. Um zuverléssigere Aussagen bezuglich der Veranderungen des Mikrobioms
und des Einflusses verschiedener Faktoren machen zu kdnnen, wére eine groliere
Studienpopulation anzustreben. Die Geschlechtsverteilung ist vor allem in der LEU-
Gruppe nicht ausgeglichen. Die Altersverteilung ist in allen drei Gruppen signifikant
unterschiedlich. Dass die Patienten aus der IOT Gruppe alter sind als die anderen beiden
Gruppen kdnnte daher rithren, dass diese Patienten bereits zum Teil langjéhrig beztglich
ihres Tumorleidens nachgesorgt werden. Das Mikrobiom verandert sich wahrend des
Lebens auf Grund der individuellen Lebensweise der Menschen sehr unterschiedlich
(Dominguez-Bello et al., 2011) und so waére es fiir zukiinftige Projekte von Vorteil, wenn
der Altersdurchschnitt in den verschiedenen Studiengruppen keinen signifikanten
Unterschied vorweist. Auch in der GroRenverteilung zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen der LEU- und Kontrollgruppe sowie der IOT- und der
Kontrollgruppe. Die Gréf3e ist vor allem im Zusammenhang mit dem Gewicht und dem
daraus errechenbaren BMI wichtig. Das Gewicht scheint einen Einfluss auf die
Zusammensetzung des Mikrobioms zu haben (Cardinelli et al., 2015). Es ist wichtig, dass
sich Kdérpergewicht in den verschiedenen Gruppen nicht signifikant unterscheidet, damit
die Mikrobiomanalyse ohne die StdrgroRRe des Gewichts vorgenommen werden kann. In
der vorliegenden Studienkohorte besteht ein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen
der 10T- und der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied muss als Limitation berlcksichtigt

werden.

Eine weitere Limitation dieser Studie ist, dass die Anzahl der LEU- Patienten mit

Besiedlung durch multiresistente Keime gering war (N=4). Im Folgenden werden der
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Zeitpunkt der Besiedlung und die betroffenen Patienten naher beschrieben. Bei LEU-
Proband 1 war nach ca. 10 Wochen der Behandlung ein multiresistenter Keim
nachzuweisen. Auffallig ist, dass bereits zu Beginn der Therapie das Stuhlmikrobiom von
Enterococcaceae dominiert wurde. Aullerdem bekam der Patient von Anfang an eine
antibiotische Therapie. Bei LEU-Proband 2 zeigte sich schon friih eine Dominanz eines
Bakteriums. In diesem Falle waren es die gram-negativen Bacteroidaceae. Auch dieser
Patient wurde bereits in den ersten Tagen der Therapie antibiotisch behandelt. Die
multiresistente Besiedlung fand erst nach der allogenen Stammzelltransplantation statt,
wobei der Patient bereits zu Beginn an einer ausgepragten Mukositis litt. Berlicksichtigt
man die Erkenntnisse von van Vliet et al. (2010a) dann I&sst sich vermuten, dass eine
Verénderung im Mikrobiom die Entstehung einer Mukositis beglinstigt. Bei LEU-
Proband 12 wurde ebenfalls in der ersten Aplasiephase der Induktionschemotherapie,
eine antibiotische Behandlung notwendig. Vor der Infektion mit VRE dominierten in
einer Stuhlprobe deutlich die Enterococcaceae. In der Arbeit von Ubeda et al. (2010)
wurde ein vergleichbarer Fall geschildert, bei dem auch vor der Infektion mit VRE eine

Dominanz von Enterococcaceae des Mikrobioms bestand.

Ubeda et al. (2010) zeigten im Mausmodell, dass eine antibiotische Behandlung das
Gleichgewicht der kommensalen Bakterien im Mikrobiom stért und es zu einer
Dominanz eines Bakteriums kommen kann. In ihrer Studie waren die Enterococcaceae
dominant. Die friihen antibiotischen Behandlungen der oben genannten LEU-Patienten
kdnnten die Besiedlung mit multiresistenten Keimen und die Dominanz des Mikrobioms
durch bestimmte Bakterien begunstigt haben. Es lasst sich festhalten, dass in den
beispielhaften Verlaufen der Besiedlung mit multiresistenten Keimen die Dominanz eines

Bakteriums im Mikrobiom vorangeht.

Durch das unterschiedlichen Ansprechen der einzelnen LEU-Patienten auf diverse
Therapien (GMALL, GMALL ohne Doxorubicin, Daunorubicin/Cytarabin) ergaben sich
sehr individuelle Therapieverlaufe. Als Starke der vorliegenden Studie kann die zum Teil
lange Beobachtungszeit der Mikrobiomanalyse gesehen werden. So wurde das
Mikrobiom nicht nur wahrend der Induktionschemotherapie beobachtet, sondern es
konnte eine langfristige Beurteilung der Veranderungen erfolgen. Des Weiteren bekamen
fast alle LEU-Patienten Fieber in der Phase der Aplasie, was als Gemeinsamkeit, trotz der

unterschiedlichen Therapien, gesehen werden kann.

80



Ausblick

Die vorliegende Arbeit bietet einen Einblick in die Verédnderungen des Mikrobioms bei
Pateinten mit akuter Leuk&mie im Therapieverlauf. Da die aktuelle Forschung beziiglich
des Mikrobioms im Zusammenhang mit akuten Leukamie noch nicht weit fortgeschritten
ist und die vorliegende Arbeit nur eine relativ geringe Probandenanzahl umfasst, ist es
von groBem Interesse die gewonnenen Ergebnisse und Daten an einer grolReren
Studienpopulation zu validieren. So kénnte herausgefunden werden, ob das Mikrobiom
in seiner Diversitat und bakteriellen Zusammensetzung das Outcome von Patienten mit
akuter Leuk&mie beeinflusst. Wenn bestimmte Eigenschaften des Mikrobioms, die den
Verlauf der Patienten beeinflussen, identifiziert worden sind, wére es mdglich vor dem
Beginn einer Therapie Risikopatienten fir infektiose Komplikationen zu identifizieren.
Es konnte aullerdem versucht werden, das Mikrobiom zu beeinflussen, um das Risiko fir
Infektionen zu senken. Denkbare  Mdglichkeiten wdaren zum  Beispiel

Stuhltransplantationen oder veranderte anttiinfektive Therapieregime.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden Verénderungen des Darmmikrobioms anhand von
Stuhlproben von Patienten mit akuter Leukamie longitudinal untersucht. Die Patienten
wurden mit intensiver Chemotherapie behandelt. Die Therapie als auch die Erkrankung
selbst fiihrte zu einer erheblichen Immunsuppression der Patienten. Prophylaktisch und

therapeutisch wurden intensive Antibiotikatherapien bei allen Patienten durchgefiihrt.

Das Mikrobiom wurde quantitativ und qualitativ analysiert. Die Bakterienmenge der
Stuhlproben wurde mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion und die Diversitét
des Mikrobioms mittels 16s rDNA Sequenzierung aufgezeigt. Zusétzlich dazu fand eine
mikrobiologische Kultivierung von Bakterien in Rektalabstrichen statt, um
multiresistente Keime nachzuweisen. Ebenso wurde der klinische Verlauf der Patienten

dokumentiert.

Insgesamt wurde das Mikrobiom von drei verschiedenen Studiengruppen untersucht:
Patienten mit akuter Leukamie, Patienten, die mit multiresistenten Keimen besiedelt
waren und sich in der Nachsorge der Wirzburger interdisziplindren onkologischen

Tagesklinik befanden sowie gesunde Probanden.

Im Mikrobiom der Patienten mit akuter Leukamie war eine deutlich geringere Diversitét
sowie eine deutlich geringere Bakterienmenge im Vergleich zu beiden anderen
Studiengruppen festzustellen. Das Mikrobiom dnderte sich wahrend des Therapieverlaufs
erheblich und am Beispiel von einigen Patienten konnte gezeigt werden, dass einzelne
Bakterien das Mikrobiom dominierten. Des Weiteren waren im Mikrobiom der Patienten
mit akuter Leukdmie mehr potenziell pathogene sowie weniger potenziell protektive

Bakterien im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich das Mikrobiom der Patienten mit akuter
Leukamie deutlich von dem der anderen Studiengruppen unterscheidet. Um die Daten zu
validieren und einen eventuellen Einfluss des Mikrobioms auf das Uberleben der
Patienten zu identifizieren, sollten die Untersuchungen an einer deutlich groéReren

Studienpopulation wiederholt werden.
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9. Veroffentlichung der Ergebnisse der Arbeit

Die Arbeit wurde im Rahmen einer Posterprasentation auf dem 21. Kongress der
European Hematology Association in Kopenhagen unter folgendem Namen
,Comprehensive monitoring of gut microbiota during therapy of acute leukemia.®

veroffentlicht. Das Poster kann auf der folgenden Seite eingesehen werden.
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multi-resistant bacteria increasingly challenges.
as the infrastruciure of care giving facilties.
ensive anfibiofic therapy is necessary to manage
infectious complications during disease and treatment associated cytopenias, are at high risk

for acute leukemia
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