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Nederlandse samenvatting

Ernstig zieke patiënten die niet zelf kunnen ademen zijn afhankelijk van mechanische 

beademing, zoals vaak wordt toegepast op de intensive care (IC) afdelingen van ziekenhuizen. 

Deze patiënten hebben echter een verhoogd risico op het krijgen van een beademing-

gerelateerde longontsteking (pneumonie), een ernstige infectie van de longen. Dit heeft 

te maken met het feit dat de in de luchtpijp geplaatste beademingsbuis, kan leiden tot 

het lekken van vloeistoffen vanuit de mondholte naar de longen. Daarnaast belemmert de 

beademingsbuis het natuurlijke opschoon-mechanisme van de longen en kan de patiënt 

niet hoesten [1, 2]. Potentieel schadelijke bacteriën kunnen vervolgens in de onderste 

delen van de longen terecht komen. Wanneer deze bacteriën zich hier gaan nestelen, 

kunnen ze vervolgens het longweefsel infecteren. In ernstige gevallen kan het zo zijn dat de 

ziekteverwekkers zich verder verspreiden van de ontstoken longen naar de bloedbaan, wat 

kan resulteren in een ernstige bloedvergiftiging (sepsis) [3-6]. Daarnaast kunnen de bacteriën 

ook de barrière tussen de bloedbaan en de hersenen passeren, wat uiteindelijk resulteert 

in een hersenvliesontsteking (meningitis) [7, 8]. De algemene inleiding van dit proefschrift 

(Hoofdstuk 1) beschrijft de opbouw van het luchtwegstelsel, de aldaar aanwezige micro-

organismen (het microbioom), de voor- en nadelen van mechanische beademing en de 

daaraan gerelateerde gezondheidsrisico’s voor patiënten. 

De pneumokok Streptococcus pneumoniae is de belangrijkste veroorzaker van long-

ontstekingen die hun oorsprong vinden in de samenleving [9, 10]. Hoewel pneumokokken-

vaccins over het algemeen goede bescherming bieden tegen longontsteking veroorzaakt 

door de S. pneumoniae bacterie [11, 12], kunnen ze mensen niet tegen andere ziekteverwekkers 

beschermen die ook longontstekingen veroorzaken. Dit is vooral een risico voor kwetsbare 

en zwakke patiënten in het ziekenhuis. Preventieve antimicrobiële behandelingen worden 

derhalve toegepast om het risico op het ontwikkelen van longontsteking en andere 

infecties te verlagen [13]. Mocht een infectie desondanks optreden, dan kan deze doorgaans 

bestreden worden met verschillende andere antibiotica. Een voorwaarde hiervoor is wel dat 

de betreffende ziekteverwekker niet resistent is geworden tegen de toegediende antibiotica. 

Dergelijke resistentie is helaas een steeds vaker voorkomende complicatie door het onnodige 

of verkeerde gebruik van antibiotica [14, 15]. Het feit dat lang niet iedereen een longontsteking 

krijgt, zelfs niet bij dragerschap van bacteriën zoals S. pneumoniae, hangt samen met het feit 

dat de slijmlaag die de luchtwegen bedekt, in combinatie met het immuunsysteem, de mens 

effectief beschermt tegen ziekteverwekkers [16-19]. In het geval van ziekenhuisopnames 

kan deze natuurlijke bescherming ondersteund worden door de preventieve toediening van 

antimicrobiële middelen. Ondanks het feit dat we sinds lange tijd weten dat de luchtwegen 

in het algemeen goed beschermd zijn tegen ziekteverwekkers, weten we verrassend genoeg 

nog erg weinig over de verschillende antimicrobiële factoren die de mens produceert en hoe 

deze kunnen samenwerken met de preventief of therapeutisch toegediende antibiotica. Dit 
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kennistekort is nog groter in de context van mechanische beademing van patiënten. Het 

onderzoek dat is beschreven in dit proefschrift, was daarom voornamelijk gericht op de mate 

waarin de longen van beademde patiënten de groei van micro-organismen kunnen remmen. 

Hierbij werd de aandacht met name gericht op de factoren die de groei van pneumokokken 

remmen. Voor het onderzoeken van dergelijke antimicrobiële factoren werd gebruik gemaakt 

van sputum, het slijm dat zich ophoopt in de longen van beademde IC-patiënten.

Het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 2 was gericht op het analyseren van de potentiële 

antimicrobiële activiteit in sputum van beademde IC-patiënten. Om dergelijke analyses te 

kunnen doen, moesten eerst enkele technische hindernissen overwonnen worden die te 

maken hadden met de chemische en fysische eigenschappen van sputum. Het voornaamste 

doel was om het sputum zo natuurlijk mogelijk te houden. Het toevoegen van chemicaliën 

of het verdunnen van sputum was daarom geen optie voor de eerste experimenten. Een 

andere limiterende factor voor het werken met een biologische vloeistof zoals sputum, is dat 

de beschikbare hoeveelheden betrekkelijk gering zijn. Met wat creatieve aanpassingen van 

bestaande protocollen en een beetje doorzettingsvermogen was het echter toch mogelijk 

om een zogenaamde ‘sputum spotting assay’ op te zetten voor het beoordelen van de 

antimicrobiële activiteit, om de concentratie van het veelgebruikte antibioticum cefotaxime 

in het sputum te meten en om het microbioom van het sputum te analyseren.

De resultaten van de sputum spotting assay laten zien dat er een grote mate aan variatie is 

in de antimicrobiële activiteit van het verzamelde sputum van verschillende beademde IC-

patiënten. De daaropvolgende analyses waren daarom gericht op het achterhalen van de 

mogelijke bronnen van de gemeten antimicrobiële activiteit. De eerste benadering omvatte 

het bepalen van potentieel verhoogde concentraties van het antibioticum cefotaxime en de 

mogelijke productie van antimicrobiële peptides door het microbioom. De resultaten hiervan 

werden gerelateerd aan de klinische metadata van de geïncludeerde patiënten. De meeste 

patiënten bleken behandeld te zijn met antibiotica, cefotaxime in het bijzonder. Desondanks 

kon het gebruik van dit antibioticum slechts ten dele de waargenomen antimicrobiële 

activiteit verklaren. Daarom werd een mogelijke bijdrage van bacteriën aan de waargenomen 

antimicrobiële activiteit van bepaalde sputa onderzocht. Bacteriën kunnen namelijk in 

staat zijn tot het produceren van antimicrobiële peptides. Dit lijkt echter onwaarschijnlijk 

voor de onderzochte sputa op grond van een zogenaamde 16S rRNA sequentieanalyse, 

waarmee de samenstelling van het sputum microbioom onderzocht werd. De resultaten 

suggereerden veeleer dat de antimicrobiële activiteit, zoals gemeten in een substantieel 

aantal sputa, toegeschreven moet worden aan peptides of eiwitten geproduceerd door de 

humane gastheer. Het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 3 was daarom gericht op het 

aantonen van de aanwezigheid van dergelijke humane antimicrobiële peptides en eiwitten. 

Hiertoe werden alle eiwitten (het sputum proteoom) en antilichamen in een representatieve 

subset van de verzamelde sputa onderzocht. Om dit te kunnen doen werden de slijmerige 
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sputummonsters mechanisch gefragmenteerd en vervolgens onderworpen aan een 

massaspectrometrische analyse van de eiwitsamenstelling en een flow-cytometrische 

Luminex analyse van de aanwezige antilichamen. Hieruit bleek dat er inderdaad substantiële 

verschillen zijn in de eiwitsamenstelling van sputa met of zonder antimicrobiële activiteit. 

Dit was ook het geval voor de aanwezigheid van S. pneumoniae-specifieke antilichamen. Een 

nadere analyse wees tevens uit dat S. pneumoniae-remmende sputa met cefotaxime-spiegels 

onder de minimaal-inhiberende concentratie rijk waren aan eiwitten die gerelateerd zijn 

aan het aangeboren immuunsysteem. Omgekeerd bleek dat zowel sputa die de groei van S. 
pneumoniae remden, maar relatief hoge concentraties van cefotaxime bevatten, en de niet-

remmende sputa rijk waren aan eiwitten die betrokken zijn bij ontstekingsprocessen, met 

name eiwitten die gerelateerd zijn aan het zogenaamde neutrofiel-elastase. De antilichaam-

analyses lieten verhoogde spiegels zien van antilichamen die specifiek zijn voor 18 van de 55 

geteste S. pneumoniae antigenen in sputa die de groei van deze ziekteverwekker remden. 

In overeenstemming met de veronderstelling dat de gastheer substantieel bijdroeg aan 

de antimicrobiële activiteit van bepaalde sputa, lieten de gecombineerde analyses zien 

dat drie groepen sputum monsters te onderscheiden zijn in plaats van twee. Daarbij is het 

van belang dat de S. pneumoniae-remmende samples in twee groepen opgedeeld kunnen 

worden. De antimicrobiële activiteit van de ene groep kan verklaard worden op grond van 

verdedigingsmechanismen van het aangeboren immuunsysteem, terwijl de antimicrobiële 

activiteit van de andere groep verklaard kan worden door de gecombineerde aanwezigheid 

van cefotaxime en anti-S. pneumoniae antilichamen. Dit betekent dat verhoogde spiegels 

van antimicrobiële gastheereiwitten, S. pneumoniae-specifieke antilichamen en antibiotica 

bijdragen aan de waargenomen antimicrobiële activiteit van S. pneumoniae-remmende sputa. 

Hoewel dit op zichzelf niet zo verrassend is, was het wel onverwacht dat sommige sputa totaal 

geen antimicrobiële activiteit vertoonden, terwijl sputa met antimicrobiële activiteit verdeeld 

konden worden in twee verschillende groepen gebaseerd op hun eiwitsamenstelling.

Een belangrijke vraag was of de antimicrobiële activiteit van sputum voordelig zou kunnen 

zijn voor mechanisch beademde IC-patiënten. Intuïtief zou men verwachten dat dit het 

geval is. De gecombineerde resultaten zoals beschreven in Hoofdstuk 2 lieten echter een 

omgekeerd verband zien tussen de mate van antimicrobiële activiteit en het ziekteverloop 

van de patiënt. Anderzijds lieten de statistische analyses zien dat dit schijnbare verband 

samenhangt met de ernst van de ziekte, zoals aangeduid met de zogenaamde APACHE IV 

en SAPS II scores. Hogere APACHE IV en SAPS II scores konden gerelateerd worden aan de 

pneumokokkengroei-remmende effecten van het eerste sputum monster. Op basis hiervan 

kan verondersteld worden, dat patiënten met hoge APACHE IV en SAPS II scores wellicht 

ook te maken hebben met sterkere ontstekingsreacties, die op hun beurt resulteren in 

hogere spiegels van antimicrobiële stoffen in de respectievelijke sputa op het moment van 

monsterafname. Hoewel dit een aannemelijke verklaring is, was het helaas niet mogelijk 

om de eiwitsamenstelling van de sputa te correleren aan het ziekteverloop van de patiënt. 
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Dit was een consequentie van het relatief kleine aantal sputum monsters en de selectie van 

bepaalde sputa met of zonder antimicrobiële activiteit voor de eiwit analyses.

Waar het onderzoek beschreven in Hoofdstuk 2 en Hoofdstuk 3 gericht was op de 

‘gastheerkant’ van gastheer-pneumokokken interacties, was het onderzoek beschreven in 

Hoofdstuk 4 gericht op het analyseren van de ‘pneumokokkenkant’ van deze interactie. 

Choline-bindende eiwitten (CBPs) vormen een klasse van eiwitten die gebonden zijn aan het 

celoppervlak van de S. pneumoniae bacterie. De studies beschreven in Hoofdstuk 4 waren 

met name gericht op de structurele organisatie van het relatief onbekende choline-bindende 

eiwit L (CbpL) en het beantwoorden van de vraag of dit eiwit bijdraagt aan de manier waarop 

pneumokokken ziekte veroorzaken. Wat CBPs gemeen hebben, is een module-achtige 

structuur, waarvan in elk geval één module bindt aan het celwandbestanddeel choline. De 

resultaten lieten zien dat CbpL een multimodulair eiwit is, met een zogenaamd Excalibur deel 

dat Ca2+-bindt, een choline-bindende module en een Ltp_Lipoproteine component. CbpL is 

het enige CBP waarbij het choline-bindende deel tussen de Excalibur en Ltp_Lipoproteine 

domeinen gelokaliseerd is. Een belangrijke waarneming was dat CbpL relevant is voor de 

interactie tussen S. pneumoniae en gastheercomponenten, waardoor het in een muis-

infectiemodel niet alleen bijdraagt aan de verplaatsing van de bacterie van de mond naar de 

longen en de bloedbaan, maar ook aan het ontstaan van longontsteking. Samengevat gaven 

deze analyses een beter inzicht in de complexe biologische functies van het CbpL eiwit. Een 

goed begrip van de bijdrage van eiwitten zoals CbpL aan de processen die S. pneumoniae 

in staat stellen om ziekte te verwekken, is van groot belang in de zoektocht naar nieuwe 

potentiële vaccinkandidaten en nieuwe behandelingsstrategieën. 

Wanneer S. pneumoniae eenmaal in de bloedbaan terecht is gekomen, kan deze bacterie ook 

de barrière tussen de bloedbaan en de hersenen oversteken, de hersenen binnendringen 

en meningitis veroorzaken. Meningitis is een erg gevaarlijke ziekte met hoge ziekte- en 

sterftecijfers en serieuze gevolgen voor patiënten die deze ziekte overleven [20]. Het is 

daarom belangrijk om effectievere methodes voor vroege diagnose, maar vooral ook 

effectievere preventie-strategieën en behandelmethodes te ontwikkelen. Hoofdstuk 5 was 

daarom hoofdzakelijk gericht op het verkrijgen van een goed overzicht van de mogelijke 

interacties tussen S. pneumoniae en de bloed-hersenbarrière, die leiden tot de ontwikkeling 

van meningitis. Daarnaast werden ook mogelijke innovatieve interventies om meningitis 

te voorkomen en te behandelen voorgesteld. Een aantal verschillende receptoren, zoals de 

platelet-activating factor receptor (PAFr), de laminin receptor, de polymeric immunoglobulin 
receptor (pIgR) en de platelet endothelial adhesion molecule-1 receptor (PECAM-1) blijken 

betrokken te zijn bij de binding van pneumokokken en hun daaropvolgende opname en 

translocatie over de bloed-hersenbarrière. Door het definiëren van de routes en de structuren 

die de pneumokok gebruikt om zich aan deze barrière te binden, werd het duidelijk dat 

het ook mogelijk zou moeten zijn om deze binding te voorkomen. Dit inzicht zou kunnen 
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bijdragen aan de ontwikkeling van nieuwe strategieën om meningitis, veroorzaakt door 

pneumokokken, te voorkomen of te behandelen. Recentelijk is inderdaad aangetoond dat 

antilichamen die specifiek binden aan de pIgR en PECAM-1 receptoren wellicht voor dit 

doel gebruikt kunnen worden, aangezien het blokkeren van deze receptoren in muizen 

bescherming bood tegen het binnendringen van pneumokokken in de hersenen [21, 22].

Toekomstperspectieven

Samengevat vestigt het onderzoek beschreven in dit proefschrift de aandacht op een aantal 

sleutelelementen in de interacties tussen ziekteverwekkers (met name S. pneumoniae) 

en de humane gastheer. De meeste aandacht ging hierbij uit naar de lagere luchtwegen 

van mechanisch beademde patiënten, waarbij routinematig verkregen sputummonsters 

gebruikt werden om de aanwezigheid en het belang van antimicrobiële stoffen, afkomstig 

van antibiotica-therapie of door de humane gastheer zelf geproduceerd, te bepalen. 

Hoewel het misschien niet direct evident is, zouden de verkregen resultaten van betekenis 

kunnen zijn voor (beademde) patiënten. In de eerste plaats laten de resultaten zien dat het 

analyseren van sputum, dat normaal gesproken wordt weggegooid, inzicht kan geven in de 

diverse antimicrobiële activiteiten in de longen. Deze informatie kan wellicht in de toekomst 

meegenomen worden in de behandeling en/of het voorkomen van luchtweginfecties. De 

geïdentificeerde eiwitten en antilichamen kunnen wellicht benut worden als merkers voor de 

gezondheid en de ontstekingsstatus van de longen. Omdat het aantal monsters dat gebruikt 

werd in de onderhavige verkennende studies te klein was voor harde conclusies, zou toekomstig 

onderzoek zich moeten richten op een grotere en wellicht ook meer gedefinieerde groep 

patiënten. Hierbij zou het dan belangrijk zijn om meerdere sputummonsters af te nemen op 

specifieke tijdsintervallen, zodat ook relevante correlaties met de overige patiëntgegevens 

wellicht gemakkelijker te achterhalen zijn. Daarnaast zouden de geïdentificeerde 

antimicrobiële eiwitten en peptiden wellicht benut kunnen worden voor de ontwikkeling 

van innovatieve therapieën voor de bestrijding van luchtweginfecties. Zulke innovatieve 

antimicrobiële stoffen zullen misschien niet alleen effectief zijn tegen S. pneumoniae, maar 

ook tegen andere belangrijke Gram-positieve veroorzakers van luchtweginfecties, zoals 

Staphylococcus aureus. Daarnaast zouden ze misschien zelfs wel toegepast kunnen worden 

op Gram-negatieve ziekteverwekkers, zoals Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella 
pneumoniae of Pseudomonas aeruginosa, die de gezondheid van de longen ernstig kunnen 

ondermijnen. Hetzelfde geldt voor bepaalde antilichamen die de effectiviteit van antibiotica in 

het longmilieu mogelijk kunnen versterken. De studies beschreven in dit proefschrift kunnen 

ook als startpunt dienen voor de identificatie van aangrijpingspunten op het celoppervlak 

van bacteriën, waartegen deze antilichamen zich eventueel richten, zoals geïllustreerd aan 

de hand van het S. pneumoniae CbpL eiwit. Dergelijke studies kunnen eenvoudig worden 

uitgebreid naar diverse eerdergenoemde verwekkers van luchtweginfecties. Een ander 
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interessant aspect dat het waard is om verder te onderzoeken, betreft een analyse van de 

farmacologische eigenschappen van antibiotica in de longen, zoals cefotaxime. Daarnaast 

zou het van belang zijn om te onderzoeken hoe de preventieve toediening van antibiotica 

op de lange termijn bijdraagt aan de ontwikkeling van bacteriële antibioticaresistentie in de 

luchtwegen van beademde patiënten. Voor al deze toekomstige studies zou het slijmerige 

restmateriaal sputum kunnen dienen als een waardevolle bron van informatie die ons kan 

helpen bij het ontrafelen van de complexe interacties tussen de humane gastheer, een breed 

scala aan antimicrobiële middelen van farmaceutische, microbiële of humane oorsprong en 

de microbiota in de lagere luchtwegen. 
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