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1. Einleitung

Der menschliche Darm wird von einer komplexen Gemeinschaft von rund 100 Billio-
nen (10") Mikroorganismen bevélkert, die in ihrer Gesamtheit umgangssprachlich
als Darmflora, wissenschaftlich als Mikrobiota bezeichnet werden. In ihrem tiefgrei-
fenden Einfluss auf die Stoffwechselleistung und immunologische Funktion kénnen
sie als ein postnatal erworbenes Organ aufgefasst werden, welches charakteristisch
fur den jeweiligen Wirt ist (Palmer, Bik et al. 2007). Die intestinale Flora stellt eines
der stoffwechselaktivsten Kompartimente des Menschen dar, wobei die Funktion
bisher nur unzureichend geklart ist. Die Mikrobiota ist verschiedensten Umweltein-
flissen ausgesetzt und wird dadurch in ihrer Funktion und Zusammensetzung veran-
dert, wenngleich sie grundséatzlich relativ standortstabil ist. In den einzelnen Ab-
schnitten des Gastrointestinaltraktes dominieren je nach Milieubedingungen unter-
schiedliche Bakterienarten, in der Uberwiegenden Mehrzahl fakultativ pathogene
anaerobe Mikroben. 1g Fazes enthéalt etwa 10" Bakterien, wovon ca. 99% Anaero-

bier sind, davon ca. 10" E. col.

Bestimmten Bestandteilen der Mikrobiota, wie Laktobazillen oder Bifidobakterien,
werden positive Effekte auf die Integritat des Darms, die Abwehr von Pathogenen,
die Beeinflussung der Darmperistaltik, die Regulation der Kérperfettspeicherung und
die Modulierung des Immunsystems zugeschrieben (Eckburg, Bik et al. 2005). Die
Interaktionen zwischen den autochthonen Bakterien des Darmes einerseits und Zel-
len der Darmwand oder extern zugefiihrten Mikroben andererseits, die fur diese
Effekte verantwortlich sind, sind bis heute Gegenstand intensiver wissenschaftlicher
Untersuchungen (Schiffrin and Blum 2002).

1.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) Bakterien wurden das erste Mal von Theodor Escherich im
Jahre 1919 als Bestandteil der intestinalen Mikrobiota von S&uglingen beschrieben
(Chen and Frankel 2005). Bei E. coli handelt es sich um ein gram-negatives, fakulta-
tiv anaerobes, sporenloses Bakterium aus der Gruppe der Enterobacteriaceae, das
peritrich begeil’elt und dadurch beweglich ist. Man unterscheidet heute fakultativ
pathogene E. coli, die ein normaler Bestandteil der menschlichen Mikrobiota sind und

enterovirulente Stdmme, die gastrointestinale Infektionen auslésen kénnen. Beide
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kénnen in seltenen Fallen auch extraintestinale Erkrankungen wie eine Sepsis, Peri-

tonitis oder eine Neugeborenen-Meningitis verursachen (Nataro and Kaper 1998).

Bei den enterovirulenten E. coli unterschiedet man sechs Gruppen, die alle einen
spezifischen Besatz von Virulenzfaktoren wie Toxine, Kolonisationsfaktoren und
Invasionsplasmide exprimieren und beim Menschen Infektionen des Gastrointesti-
naltraktes hervorrufen kénnen: enteroaggregative E. coli (EAEC), diffus adharierende
E. coli (DAEC), enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxische E. coli (ETEC),
enterohamorrhagische E. coli (EHEC) sowie enteroinvasive E. coli (EIEC) (Robins-
Browne and Hartland 2002; Kaper, Nataro et al. 2004). Unter bestimmten Umstan-
den besitzen sie die Fahigkeit, trotz vorhandener Peristaltik und Konkurrenz um
N&hrstoffe mit der vorhandenen Mikrobiota die Mukosa des Darms zu kolonisieren.
Der Ubertragungsweg aller enterovirulenten E. coli ist fakal-oral (Levine and Edel-
man 1984). Die Unterscheidung gelingt Gber den Nachweis der verschiedenen Viru-
lenzfaktoren mittels PCR. Au3erdem adhérieren E. coli in verschiedenen, charakte-
ristischen Mustern, wenn man einen Zellbindungsassay an HEp-2-Zellen durchfuhrt
(Abbildung 1-1) (Nataro and Kaper 1998; Kaper, Nataro et al. 2004; Weintraub
2007).

Tabelle 1-1: Vergleich enterovirulenter E. coli
EAEC EPEC ETEC EHEC EIEC
Klinik Wassrig, Wassrig choleraartig; Meist wéassrig, 10% Ruhrartig
Reisediarrhoen Reisediarrhoen extraintestinale

Manifestation

Auftreten weltweit Entwicklungslander, [Weltweit, Haufungin [Weltweit Weltweit, v.a.
v.a. Kleinkinder tropischen Regionen Entwicklungslander

Reservoir Mensch Mensch Mensch Mensch, Rinder, Mensch

Haustiere
Ubertragungsweg Kontaminiertes Trinkwasser und Lebensmittel
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Abbildung 1-1:  HEp-2-Adharenzmuster von enterovirulenten E. coli:
a: Lokale Adhérenz (LA), typisch fiir EPEC
b: Diffuse Adhédrenz (DA), das DAEC zeigt
c: Aggregative Adharenz (AA), das EAEC definiert
d: LAL (Localized-Adherence-Like), charakteristisch furr atypische EPEC. Im Gegen-
satz zum LA weniger dichte und kompaktere Mikrokolonien (Scaletsky, Pedroso et
al. 1999)

1.2.  Enteroaggregative E. coli (EAEC)

Enteroadhérente E. coli wurden als eigene Gruppe innerhalb der pathogenen E. coli
erstmals 1987 von Nataro beschrieben (Nataro, Kaper et al. 1987). Definiert werden
EAEC als E. coli, die keine Enterotoxine LT (Hitzelabiles Toxin) oder ST (Hitzestabi-
les Toxin) sezernieren und in einem aggregativen Adhdrenz-Muster adhérieren
(Kaper, Nataro et al. 2004). Im Gegensatz zum EPEC adhérieren sie nicht in Mikro-
kolonien an HEp-2-Zellen, sondern diffus (Abbildung 1-1c). Die enteroadharenten
E. coli werden unterschieden in E. coli, die aggregative und echte diffuse Adhasion
zeigen (diffus adhérierende E. coli, s. 1.3). Die aggregative Adhéasion (AA) kommt
durch die Autoagglutination der E. coli untereinander, sowohl an HEp-2-Zellen als
auch an Glasflachen zustande. Dabei bilden sie ein sogenanntes ,stacked-brick*-

Muster (wie geschichtete Mauersteine, Abbildung 1-2: a), wahrend sich die echt
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diffus adhérierenden ohne Aggregation diffus auf den Zellen verteilen (Nataro and
Kaper 1998).

Abbildung 1-2:  a: Aggregatives-Adhdrenzmuster nach drei Stunden Inkubation von EAEC 042 mit
HEp-2-Zellen. In der linken unteren Ecke befinden sich Bakterien, die an die Epi-
thelzelloberflache binden, auf dem zellfreien Untergrund sogenannte ,stacked-
brick“-Aggregate.

b: Die Rasterelektronenphotographie von EAEC 042 zeigt die flexiblen AAF/II-
Fimbrien, die sowohl die Bakterien aneinander als auch an den Untergrund binden
(Nataro 2005)

Die meisten EAEC beherbergen ein 60- bis 65-MDa Virulenzplasmid (pAA). Ein 1kb-
Fragment dieses Plasmids, das aatA (Anti-Aggregationsprotein-Transportergen,
friher EAEC-Sonde bzw. CVD 432 genannt), wird zum EAEC-Nachweis mittels PCR
in epidemiologischen Studien verwendet (Zamboni, Fabbricotti et al. 2004; Nguyen,
Le Van et al. 2005; Weintraub 2007). EAEC-Stdmme, die das Virulenzplasmid
exprimieren, werden als typisch, solche, die es nicht exprimieren, als atypische
EAEC bezeichnet, wobei letztere trotzdem ein aggregatives Adhdrenzmuster zeigen
(Weintraub 2007). Das Virulenzplasmid kodiert zahlreiche Virulenzfaktoren, unter
anderem die aggregativen Adhéarenzfimbrien I, Il und lll, den Transkriptionsaktivator
AggR, das enteroaggregative Enterotoxin EAST1, ein Zytotoxin (pet) und ein neues

Antiaggregationsprotein (Dispersin), das vom aap-Gen kodiert wird (Tabelle 1-2:).
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Zusatzlich exprimieren EAEC noch chromosomale Virulenzfaktoren, die aber nicht
Uberall nachzuweisen sind. Bei den meisten der untersuchten EAEC-Stdmme sind
immer mehrere Virulenzfaktoren gleichzeitig nachweisbar (Sarantuya, Nishi et al.
2004; Zamboni, Fabbricotti et al. 2004).

Tabelle 1-2: Virulenzgene und —faktoren (Huang, Mohanty et al. 2006)

Gen Beschreibung

Regulatorgen

Hauptregulator der EAEC-Plasmid-Virulenzgene, schlie3t Gene ein, die
aggR Aggregative-Adharenzfaktoren kodieren, Fimbrien AAF/I und AAF/II, Dispersin-
Protein und weitere Genkomplexe

Fimbrien
aggA Kodiert AAF/l und die Hamagglutination von Erythrozyten
aafA Kodiert AAF/Il, das die Adhdrenz an Kolonmukosa vermittelt
agg3 Kodiert AAF/III

Enterotoxine

Kodiert das enteroaggregative hitzestabile Toxin, das in Struktur und Funktion
dem E. coli Sta-Toxin &hnlich ist

Ein 108 kDa Autotransporter-Protein, das als hitzelabiles Entero- und Zytotoxin
funktioniert

astA

pet

Dispersin Transporter

Kodiert ein Protein, das das Dispersin-Protein aus der Zellmembran von EAEC

aatA transportiert

Sezernierte Proteine

Kodiert das 10 kDa Protein Dispersin und ist verantwortlich fur die Verteilung der

aap EAEC auf der Darmschleimhaut
] Kodiert ein 109 kDa Serin-Protease Protein, das u.a. zur Hamagglutination von
pic Erythrozyten fithren kann

EAEC-Infektionen haben eine Inkubationsdauer von acht bis achtzehn Stunden und
verursachen meist wassrige, schleimige, sekretorische Durchfalle, die mit erhéhten
Temperaturen und Ubelkeit einhergehen kénnen (Huang and Dupont 2004). In etwa
einem Drittel der Falle kommt es zu blutigen Stihlen (Cravioto, Tello et al. 1991).
Nataro konnte 1995 durch die orale Gabe von EAEC an gesunde Probanden Di-

arrhoen auslésen (Nataro, Deng et al. 1995).

Enteroaggregative E. coli wurden vor allem in Entwicklungsléandern (Tabelle 1-3) und
dort vor allem bei persistierenden Diarrhoen, die langer als 14 Tage andauern, nach-
gewiesen (Henry, Udoy et al. 1992). In Indien (Kang, Mathan et al. 1995), in der
Mongolei, Tanzania, Chile, Bangladesch und im Iran konnte EAEC als (Mit-)Ausléser

fur Diarrhoen, vor allem bei Kindern unter drei Jahren, isoliert werden (Nataro, Kaper



1. Einleitung 6

et al. 1987; Henry, Udoy et al. 1992; Bouzari, Jafari et al. 1994; Sarantuya, Nishi et
al. 2004; Moyo, Maselle et al. 2007; Flores and Okhuysen 2009). In Brasilien konnten
enteroaggregative E. coli in 68% der Falle fur persistierende Diarrhoen verantwortlich
gemacht werden (Fang, Lima et al. 1995), auch in Mexiko (Cravioto, Tello et al.
1991) und Indien (Bhan, Khoshoo et al. 1989; Bhan, Raj et al. 1989; Bhatnagar,
Bhan et al. 1993; Bhan, Bhandari et al. 1996) war der Nachweis von EAEC signifi-
kant mit dem Auftreten von persistierenden Diarrhoen verbunden. Scaletsky konnte
1999 das aggregative Adhdrenzmuster deutlich haufiger bei den E. coli aus dem
Stuhl von Kindern mit Diarrhoen nachweisen, und zwar sowohl bei akuten als auch
bei persistierenden Diarrhoen, der Unterschied erreichte allerdings keine Signifikanz
(Scaletsky, Pedroso et al. 1999), genauso wie 2007 in Brasilien (Bueris, Sircili et al.
2007). In Hanoi, Vietham war in einer Studie von Nguyen EAEC deutlich haufiger in
der Patientengruppe mit Diarrhoen als in der Kontrollgruppe im Stuhl zu isolieren, in
der Gruppe der Kinder unter zwei Jahren zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p<0,005) von 14,1% zu 5,9% in der Kontrollgruppe (Nguyen, Le Van et al. 2005). In
einer Meta-Analyse konnte Huang 2006 zeigen, dass EAEC fur 15% aller akuten
Diarrhoen bei Kindern in Entwicklungslandern und fir 4% in Industriestaaten verant-

wortlich ist (Huang, Nataro et al. 2006).

Aber auch in Industriestaaten konnte EAEC im Stuhl von Patienten mit Diarrhoen
nachgewiesen werden (Huang, Nataro et al. 2006). EAEC sind das am haufigste
isolierte bakterielle Pathogen bei Kindern mit Diarrhoe in den USA (Flores and Ok-
huysen 2009). Auch in GroRbritannien (Smith, Scotland et al. 1994) und Deutschland
(Huppertz, Rutkowski et al. 1997) wurde EAEC bei Kindern mit Durchfallerkrankun-
gen nachgewiesen. 1997 erkrankten 2697 japanische Kinder (40,6%) nach einem
Schulmittagessen an schweren Durchféllen, in 10% der Félle konnte EAEC nachge-
wiesen werden (Itoh, Nagano et al. 1997). 2003 konnte Pabst in der Schweiz bei der
Mehrzahl der untersuchten EAEC-Infektionen einen nahe zuriickliegende Auslands-
aufenthalt (v.a. Turkei und Balkan) nachweisen. Er konnte in 10% aller Durchfaller-
krankungen EAEC nachweisen, das gréte Risiko einer EAEC-Infektion mit einer
Wahrscheinlichkeit von 11,9% hatten nach dieser Studie Kinder unter finf Jahren
(Pabst, Altwegg et al. 2003). In Italien fiihrte der Verzehr von kontaminiertem Pecori-
no-Kase zur Infektion von insgesamt 24 Personen (Scavia, Staffolani et al. 2008).

Mdglicherweise ist die Zahl an EAEC-Infektionen auch grundsétzlich unterschétzt, da
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viele an der Diagnostik Beteiligte mdglicherweise nicht mit den entsprechenden La-

bormethoden vertraut sind (Huang, Mohanty et al. 2006).

Tabelle 1-3: Haufigkeit von Diarrhoen, ausgeldst durch EAEC, aufgeschlisselt nach betroffener

Population und untersuchter Region (Huang and Dupont 2004)

Betroffene . - .
. Untersuchte Regionen |Haufigkeit
Population
8-32% der Falle von akuten Diarrhoen
Kinder Entwicklungslénder

20-30% der Falle von persistierenden Diarrhoen

Entwicklungslénder/

oRo N S
Industriestaaten 9-26% der Falle von akuter Reisediarrhoe

Erwachsene Reisende

Bangui, Zentralafrika; Lusaka,
Zambia; Nairobi, Kenya; USA

Bangui, Zentralafrika und
Lusaka, Zambia

10-44% der Falle von akuten Diarrhoen

HIV-Infizierte
43-79% der Falle von persistierenden Diarrhoen

Die Ubertragung von Reisediarrhoen (Tabelle 1-3) erfolgt meist tiber kontaminierte
Lebensmittel. Adachi konnte 2002 zeigen, dass enteroaggregative E. coli in mexika-
nischen Saucen in zahlreichen Restaurants nachgewiesen werden kénnen. 66% der
untersuchten Saucen aus bekannten Restaurants in Mexiko waren mit E. coli konta-
miniert, davon konnten in 14 Fallen EAEC nachgewiesen werden. Dagegen konnten
in 40% der untersuchten Saucen aus Houston, Texas E. coli in sehr geringen Men-
gen nachgewiesen werden. Die mittlere Zahl der E. coli Kolonien pro Gramm Sauce
war signifikant geringer in Houston (1000 bzw. 0 CFU/g, p = 0,007) (Adachi, Ma-
thewson et al. 2002).

In den USA konnte Mayer EAEC bei Diarrhoen von HIV-Patienten (Tabelle 1-3)
nachweisen (Mayer and Wanke 1995). Auch in Zentralafrika konnte gezeigt werden,
dass persistierende Infektionen mit enteroaggregativen E. coli mit HIV-Infektionen
assoziiert sind (Mossoro, Glaziou et al. 2002). In Sudafrika war der Nachweis von
EAEC signifikant mit Diarrhoen verbunden, aulerdem wurde EAEC signifikant haufi-
ger bei HIV-Patienten nachgewiesen (Huang, Nataro et al. 2006; Samie, Obi et al.
2007). In Brasilien konnte 1998 gezeigt werden, dass es bei Kindern, bei denen
EAEC im Stuhl nachgewiesen werden konnte, unabhangig davon, ob eine Durchfall-

symptomatik vorlag oder nicht, zu einer Wachstumsretardierung (signifikante Verrin-
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gerung von GréRe und Gewicht bezogen auf das Alter) kam (Steiner, Lima et al.
1998).

Da die EAEC-Infektion in den meisten Fallen selbstlimitierend ist, ist meist eine orale
Rehydratationstherapie ausreichend. Falls doch notwendig, muss eine antimikrobiel-
le Therapie individuell angepasst werden, da die Ansprechbarkeit geographisch

durch Resistenzbildung variieren kann (Huang, Mohanty et al. 2006).

1.3.  Diffus-adhérierende E. coli (DAEC)

Als weitere Gruppe der enterovirulenten E. coli gibt es die diffus adh&rierenden
E. coli (Abbildung 1-1b). Die Studienlage zur Pathogenitat ist hier sehr widersprich-
lich, da dieser Keim genauso haufig bei Patienten mit Diarrhoen wie auch bei gesun-
den Personen isoliert werden kann (Kaper, Nataro et al. 2004). Auch Scaletsky konn-
te 1999 keinen sicheren Zusammenhang zwischen dem diffusen Adharenzmuster
und dem Auftreten von Diarrhoen zeigen (Scaletsky, Pedroso et al. 1999). Sie wies
2002 DAEC in gleicher Haufigkeit bei Kindern mit und ohne Diarrhoen nach
(Scaletsky, Fabbricotti et al. 2002).

1.4. Enteropathogene E. coli (EPEC)

1995 wurde der enteropathogene E. coli vom 2. International Symposium on EPEC
als E. coli definiert, der typische sogenannte A/E-Lasionen ausbildet und kein Shiga-
Toxin produziert. EPEC, die das EAF-Plasmid besitzen, werden als typisch, solche,
die es nicht besitzen, als atypisch bezeichnet. Dieses extrazellulare Pathogen fuhrt

zu wassrigen Diarrhoen, Erbrechen und Fieber.

EPEC wurde zuerst von Bray 1945 als Ursache menschlicher Diarrhoen beschrieben
(Chen and Frankel 2005) und war vor allem in der Mitte des vergangenen Jahrhun-
derts fur Ausbriche von Gastroenteritiden bei Sauglingen verantwortlich, die mit
einer hohen Mortalitat einhergingen. Wahrend Ausbriiche von EPEC-Infektionen bei
Neugeborenen in Industriestaaten heute selten geworden sind, sind sie vor allem in
Entwicklungslandern weiterhin eine wichtige Ursache fur Diarrhoen bei Neugebore-
nen und Sauglingen. Sie haben dort immer noch eine Mortalitdt von bis zu 30%
(Senerwa, Olsvik et al. 1989; Nataro and Kaper 1998; Sarantuya, Nishi et al. 2004),
da sie mit hohen Flussigkeitsverlusten einhergehen kdnnen. Scaletsky konnte 1999
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zeigen, dass typische EPEC die am haufigsten nachzuweisenden Bakterien bei
Sauglingen mit Diarrhoen sind (Scaletsky, Pedroso et al. 1999). In Industriestaaten
ist es im vergangenen Jahrhundert immer wieder zu EPEC-Ausbriichen in Kinderta-
gesstatten und Kinderkliniken gekommen (Nataro and Kaper 1998). Es ist unklar,
warum vor allem Kinder unter 6 Monaten von EPEC-Infektionen betroffen sind, még-
licherweise kommt es mit zunehmendem Alter zu einem Verlust von spezifischen
Rezeptoren an Darmepithelien (Nataro and Kaper 1998). Risikogruppen wie Diabeti-
ker, Menschen mit Achlorhydrie und alte Menschen sind gelegentlich von EPEC-

Infektionen betroffen (Levine and Edelman 1984).

™
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Abbildung 1-3:  a: Elektronenmikroskopisches Bild einer Kultur von EPEC-Bakterien, die so kultiviert
wurden, dass sie Typ-IV-Pili (BFP) exprimieren.
b: Elektronenmikroskopisches Bild eines EPEC, der eine A/E-Lasion an einer Wirts-
zelle ausbildet. Zu beachten ist der Verlust an Mikrovilli und die Ausbildung eines
Sockels an der Wirtszelle, mit dem das Bakterium fest verbunden ist. (Donnenberg
and Whittam 2001)

Die Pathogenese der enteropathogenen E. coli lauft in mehreren Schritten ab
(Clarke, Haigh et al. 2003). Bei der Infektion kommt es zu einem spezifischen Adha-
sionsmuster, der ,lokalisierten Adhdrenz® (LA, Abbildung 1-1a) und zu sogenannten
»attaching and effacing“-Lasionen (Anhaften und Ausléschen, A/E-L&sionen) an den
Enterozyten, die zuerst 1983 von Moon et al. beschrieben wurden (Moon, Whipp et
al. 1983) (Abbildung 1-3b). Sie sind dadurch charakterisiert, dass es direkt unterhalb
der adhéarierenden Bakterien zu einem lokalisierten Ausldschen bzw. Zerstéren der
Mikrovilli und Verénderungen des Zytoskeletts kommt. Dabei kommt es durch die

Akkumulation des Aktins zu einer sockelartigen Veranderung auf der Zelloberflache,



1. Einleitung 10

auf der dann das Bakterium haftet. Durch diese A/E-L&sion wird der E. coli fest an
die Zelloberflache seiner Wirtszelle gebunden, was als wichtige Voraussetzung fur
seine Pathogenese angesehen wird. Denn nur unter dieser Bedingung kann es zu
weiteren Interaktionen mit der Wirtszelle und damit zur Krankheitsentstehung kom-
men (Finlay and Falkow 1997).

Fur die initiale Adhasion der EPEC und Bildung von Mikrokolonien auf der Wirtszell-
oberflache sind ungefahr 7nm grofRe Fimbrien (Bundle-forming Pili - BFP) verantwort-
lich (Clarke, Haigh et al. 2003). Diese werden auf dem EAF (EPEC-Adhéasionsfaktor)-
Plasmid kodiert (Chen and Frankel 2005) und fuhren sowohl zur Bildung von Mikro-
kolonien der Bakterien untereinander (Abbildung 1-3a), als auch zur Adhésion der
E. coli an die Wirtszelloberflache (Clarke, Haigh et al. 2003).

Nach der initialen Adhdsion kommt es Uber verschiedene Effektorproteine zur
Signaltransduktion in die Wirtszelle (Abbildung 1-4). Die Gene fiir die Signaltransduk-
tion befinden sich alle auf einer ,Pathogenitatsinsel“, genannt ,locus of enterocyte
effacement* (LEE, Ort der Enterozytendestruktion), die weder bei den E. coli der
menschlichen Mikrobiota noch beim ETEC nachgewiesen werden kann (Kaper, Na-
taro et al. 2004).

Abbildung 1-4:  a: Elektronenphotographie, die EspA-Filamente zeigt (Schwarze Pfeile). Die Fila-
mente verbinden EPEC-Bakterien mit HEL-Zellen und ermdéglichen so die Translo-
kation von Effektorproteinen.

b: Die Filamente sind auch auf der Oberflache von EPEC zu sehen, die bereits A/E-

Lasionen gebildet haben (Knutton, Rosenshine et al. 1998).

Auf der ,Pathogenitatsinsel” sind die Gene fiir verschiedene Effektorproteine kodiert,

und zwar fur die Esp (EPEC-sezernierte Proteine), Map (Mitochondrienassoziiertes
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Protein), Intimin und sein Rezeptor, der Translozierte-Intimin-Rezeptor, die vom
Bakterium nach der initialen Adh&sion produziert werden (Abbildung 1-4). EPEC ist

nicht wie viele andere Bakterienarten auf einen Rezeptor der Wirtszelle angewiesen.

Im n&chsten Schritt missen die Proteine von der Bakterienzelle in die Wirtszelle
transportiert werden, damit es zu einer Verstarkung der Bindung an die Wirtszelle
kommen kann. Dafir ist bei vielen gram-negativen Darmpathogenen das sogenannte
Typ-llI-Sekretionssystem (Type Three Secretion System, TTSS) vorhanden. Es han-
delt sich um einen Multiproteinkomplex, der die Effektorproteine direkt in die Wirtszel-
le transportiert (Mecsas and Strauss 1996; Nougayrede, Fernandes et al. 2003;
Chen and Frankel 2005). Erst dadurch kann es zur Zerstérung der Enterozyten, zur
Sockelbildung und zu einer engen Bindung der Bakterien an die Wirtszelle kommen.
Vermittelt wird das durch Intimin, ein bakterielles Protein, das vom eae-Gen kodiert
wird (Chen and Frankel 2005). Etwa drei Stunden nach Infektion der Zelle beginnt
die Ausbildung des Sockels (Abbildung 1-3b), der bis zu 10 ym hoch werden kann.
Er sorgt fur eine feste Haftung der Bakterien an der Wirtszelle, so dass sie nicht
weggewaschen werden kdnnen, aber trotzdem fast ausschlie3lich extrazellular blei-
ben (Phillips, Giron et al. 2000; Chen and Frankel 2005). Die Sockel sind dynami-
sche Strukturen, sie verandern ihre Form und Lage mit der Zeit, so dass sich die
darauf befindlichen EPEC auf dem Darmepithel mit einer Geschwindigkeit von bis zu

0,07 ym/s bewegen (Sanger, Chang et al. 1996; Nataro and Kaper 1998).

Unklar ist bisher noch die Ursache fiur die klinisch nun folgende Gastroenteritis. Es
bleibt fraglich, ob allein der Verlust der Mikrovilli und die dadurch resultierende Mal-
absorption zur Diarrhoe fuhrt. Um die kurze Inkubationszeit von 4 bis 12 Stunden der
EPEC-Infektion zu erklédren, wird von einigen Autoren postuliert, dass es durch die
EPEC (zusatzlich) zu einer aktiven Sekretion, z.B. von Chloridionen kommt (Chen
and Frankel 2005).

1.5.  Enterotoxische E. coli (ETEC)

Ein E. coli, der entweder ein hitzelabiles (LT — heat labile toxine) oder hitzestabiles
(ST — heat stable toxine) Toxin oder sogar beide produzieren kann, ist ein enterotoxi-
scher E. coli (Levine 1987). Man unterteilt das LT in LT | und Il, wobei das LT | in

Struktur und Funktion dem Choleratoxin sehr &hnlich ist. Es gibt bisher keinen Hin-
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weis darauf, dass LT Il menschliche oder tierische Erkrankungen hervorruft (Nataro
and Kaper 1998). ETEC wird vor allem verantwortlich gemacht fur Diarrhoen bei

Kindern in Entwicklungslandern und Reisediarrhoen (Nataro and Kaper 1998).

Eine mdgliche Erklarung fur die Pathogenese der ETEC ist die Endozytose der Toxi-
ne und nachfolgende Aktivierung der Adenylatzyklase an der basolateralen Zell-
membran (Lencer, Constable et al. 1995). Dadurch kommt es zu einer Steigerung
der Chloridsekretion an der apikalen Zellmembran und einer Verminderung der Nat-
riumchlorid-Absorption. Durch die erhéhte luminale lonenkonzentration kommt es
zum passiven Wassereinstrom ins Darmlumen und damit zu einer osmotischen Di-

arrhoe.

Hitzestabile Toxine (ST) werden in STa und STb unterteilt, sie unterscheiden sich
sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrem Wirkmechanismus. Das STa fihrt, tber
eine Rezeptorbindung an der Wirtszelle, zu einer vermehrten Chloridsekretion und
verminderten Natriumabsorption, was auch hier zu einem vermehrten Wasserein-

strom ins Lumen fiihrt (Nataro and Kaper 1998).

STb verursacht als einziges ETEC-Toxin direkte histologische Veranderungen am
Darmepithel wie Mikrovilliverlust und —atrophie. Die Pathogenese ist noch relativ
unklar, der Rezeptor an der Wirtszelle bislang noch unbekannt. Es wurde lediglich
nachgewiesen, dass STb fir eine erhdéhte Bicarbonatsekretion ins Darmlumen ver-

antwortlich ist (Sears and Kaper 1996).

1.6. Enterohdmorrhagische E. coli (EHEC)

Enterohdmorrhagische E. coli konnten erstmals 1983 als Ursache flr hamorrhagi-
sche Colitiden (HC) und das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS, Kombination
aus mikroangiopathischer hamolytischer Andmie, Thrombozytopenie und akuter
Nephropathie) nachgewiesen werden (Karmali, Steele et al. 1983; Riley, Remis et al.
1983). Sie sind durch die Produktion eines Shiga-dhnlichen Toxins (Stx) und die
Fahigkeit, A/E-L&sionen zu bilden, gekennzeichnet (Nataro and Kaper 1998). Durch
das Stx kommt es zu einer Flussigkeitsakkumulation im Darmlumen und histologi-
schen Veranderungen an der Darmmukosa (O'Brien and Holmes 1987), mdglicher-

weise verursacht durch eine selektive Destruktion der Mikrovilli (Keenan, Sharpnack
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et al. 1986). In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass es durch den EHEC allei-
ne zu unblutigen Diarrhoen kommt, Stx aber notwendig fir die HC ist (Nataro and
Kaper 1998). Auch wenn heute weitere Pathogene und auch Medikamente (z.B. das
Chemotherapeutikum Gemcitabine) als Ausléser eines HUS gefunden wurden, ist in
90% der Félle der Shiga-Toxin-produzierende E. coli die Ursache (Siegler and Oakes
2005).

Der wichtigste und am besten untersuchte Serotyp ist O157:H7 (Nataro and Kaper
1998), er verursacht in 10% aller Infektionen eine unblutige Diarrhoe, in 90% der
Félle eine HC. Bei Kindern unter 10 Jahren kommt es in 15% der Félle zu einem
HUS (Tarr, Gordon et al. 2005), in weniger als 5% der Félle kann es zu zusétzlichen
intestinalen und/ oder extraintestinalen Symptomen wie Cholezystitis, Pankreatitis,
Darmperforation, Lungenddem oder neurologischen Symptomen kommen (Tarr
1995; Nataro and Kaper 1998; Siegler and Oakes 2005). EHEC ist, im Gegensatz
zum EPEC, in Industrienationen ein wichtiges Pathogen. Warum es so selten bei

Diarrhoen in Entwicklungslandern isoliert werden kann, ist bis heute unklar.

Die Ubertragung erfolgt Uber kontaminierte Lebensmittel, wie z.B. Hamburger und
Uber das Trinkwasser (Nataro and Kaper 1998; Tarr, Gordon et al. 2005). Als Reser-
voir von Shigatoxin-produzierenden E. coli sind Rinder, Schafe, Ziegen und Hihner
bekannt (Beutin, Geier et al. 1993; Nataro and Kaper 1998).

1.7.  Enteroinvasive E. coli (EIEC)

Als letzte Gruppe der enterovirulenten E. coli gibt es noch die enteroinvasiven E. coli,
die biochemisch, genetisch und pathogenetisch sehr stark den Shigellen gleichen.
Die Pathogenese ist bisher noch weitgehend unerforscht, sicher ist nur, dass es wie

bei den Shigellen zu einer Invasion des Kolonepithels kommt.

EIEC verursacht wassrige Diarrhoen, die selten von blutigen und/ oder schleimigen
Diarrhoen gefolgt sind und klinisch meist nicht von ETEC-Infektionen zu unterschei-
den sind (Nataro and Kaper 1998).
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1.8. Probiotika

Der Begriff Probiotikum stammt urspriinglich aus dem griechischen (pro bios), und
bedeutet ,fur das Leben®. Schon Elie Metchnikoff, ein russischer Biologe und Nobel-
preistrager, erkannte vor tUber hundert Jahren die Bedeutung von milchs&ureprodu-
zierenden Bakterien und fuhrte die Uberdurchschnittlich hohe Lebenserwartung der
Kosaken auf deren hohen Genuss von fermentierten Milchprodukten zurtick. Fir die
Fermentation verantwortlich machte er einen Mikroorganismus, den er Lactobacillus
bulgaricus nannte. Der Begriff Probiotikum wurde erstmals 1965 von Lilly und Still-

well verwendet (Lilly and Stillwell 1965).

Fuller definierte Probiotika 1989 als ,Zubereitung mit lebenden Mikroorganismen,
welche nach oraler Aufnahme die intestinale bakterielle Flora verdndern und dadurch
spezifische Gesundheitsstérungen beseitigen oder verhiten® (Fuller 1989). Salminen
et. al. definierten Probiotika 1998 als ,einen lebenden mikrobiellen Zusatz, der fur die
Gesundheit von Vorteil ist“. Die aktuelle Definition fiir probiotische Bakterien stammt
von der WHO/ FAO aus dem Jahre 2002: Probiotika sind lebende Organismen, die,

in adaquater Menge zugefuhrt, dem Wirt einen gesundheitlichen Vorteil bringen.

Zur Stoffgruppe der Probiotika gehéren sowohl Bakterien wie Laktobazillen, Bifido-
bakterien, als auch manche E. coli-Stamme (z.B. E. coli Nissle 1917), aber auch

bestimmte Pilze, vor allem Hefen (Saccharomyces).

Bifidobakterien sind gram-positive, nicht-sporenbildende, obligat anaerobe Stébchen,
die je nach Wachstumsbedingungen sehr unregelméflig geformt sein kénnen. Die
mehr als 30 unterschiedlichen Spezies kénnen sowohl Milchsdure als auch Essig-

saure produzieren (Poupard, Husain et al. 1973).

Vor allem im Darm gestillter Kinder scheinen Bifidobakterien die dominierende Bakte-
rienspezies zu sein (Ramakrishna 2007), wéahrend der Darm nicht-gestillter Kinder
schon sehr friih auch andere Arten von Bakterien enthalt (Kleerebezem and Vaug-
han 2009). Bei Erwachsenen machen sie weniger als 10 % der intestinalen Mikrobio-
ta aus (Poupard, Husain et al. 1973; Tannock 2002), nach einer Studie von Sghir
sogar weniger als 1 % (Sghir, Gramet et al. 2000). Schon 1955 stellten Rose und
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Gyorgy einen inhibitorischen Effekt von Bifidobacterium bifidum auf das Wachstum

anderer Bifidobakterienstdmme und E. coli fest (Gyorgy and Rose 1955).

Zur Gruppe der Laktobazillen gehdéren mehr als 70 verschiedene Spezies. Es handelt
sich um gram-positive, nicht-sporenbildende, mikroaerophile Stabchen, die zur natir-
lichen Mikrobiota des Menschen gehdéren (Penders, Thijs et al. 2006). Allerdings
machen sie nach den Beobachtungen von Sghir nur etwa 1 % der Mikrobiota aus
(Sghir, Gramet et al. 2000). Sie werden, genauso wie auch Bifidobakterien, als
Milchsaureproduzenten in vielen Produkten wie Ké&se-, Fleisch- und Wurstwaren,
sowie Sauerkraut gefunden. Wenn auch auferst selten, kénnen sie bei Patienten mit
einem gestdrten Immunsystem generalisierte Infektionen wie eine Endokarditis (Lac-
tobacillus acidophilus, casei subsp. rhamnosus) oder eine Urosepsis verursachen
(Griffiths, Daly et al. 1992; Saxelin, Chuang et al. 1996; Husni, Gordon et al. 1997,
Carr, Chill et al. 2002; Tannock 2002; Tannock 2004; Salvana and Frank 2006; Vre-
se 2008). 1999 konnte als Ursache eines Leberabszesses bei einer 74-jahrigen Dia-
betikerin Lactobacillus rhamnosus nachgewiesen werden, der von dem probiotischen
Lactobacillus rhamnosus GG, den sie in hoher Zahl in Form von Trinkjoghurt zu sich
genommen hatte, nicht zu unterscheiden war (Rautio, Jousimies-Somer et al. 1999).
2005 fuhrte ein Lactobacillus-Stamm, der von Lactobacillus rhamnosus GG nicht zu
unterscheiden war, bei zwei Patienten zu einer Bakteridmie. Beide hatten zuvor Lac-
tobacillus rhamnosus GG oral erhalten (Land, Rouster-Stevens et al. 2005). Es han-
delte sich hierbei um ein Kind mit einem korrigierten komplexen Herzfehler und ein

Kind mit infantiler Zerebralparese, das kurz zuvor operiert worden war.

Probiotika sind heutzutage zahlreichen Lebensmitteln wie zum Beispiel Joghurts,
anderen Milchprodukten und Sauglingsmilchen zugesetzt. Aulerdem befinden sie
sich in Pulver- und Kapselform auf dem Markt. Die Keime missen zahlreiche Anfor-
derungen erflllen, damit sie als probiotische Keime verwendet werden dirfen (s.
Tabelle 1-4).
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Tabelle 1-4: Anforderungen an probiotische Keime (de Roos and Katan 2000; Heyman and
Menard 2002; van de Guchte, Serror et al. 2002; Collado, Gueimonde et al. 2005),
WHO 2001

Anforderungen an probiotische Keime

- Menschliche Herkunft

- Fehlende Pathogenitat und Toxizitat

- Widerstandsfahigkeit beim Verarbeitungsprozess

- Fahigkeit, den Transit durch den Gastrointestinaltrakt zu tGberleben
(Magensaure, Gallensalze)

- Adhasionsfahigkeit an Enterozyten

- Zumindest temporare Kolonisierung und Vermehrung

- Produktion antimikrobieller Substanzen

- Fahigkeit, metabolische Aktivitat zu beeinflussen

Adharenz und Kolonisierung des Darms sind wichtige Voraussetzungen fir Probioti-
ka. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Bakterienstdmme, die nicht
zur autochthonen Mikrobiota gehéren, nicht persistieren, wenn man die orale Zufuhr
stoppt (Sanders and Klaenhammer 2001). Wichtig ist aullerdem, dass Probiotika
selbst nicht Krankheiten beim Menschen auslésen (Sanders and Klaenhammer
2001). Probiotika miissen magensaureresistent sein oder es muss durch ihre Darrei-
chungsform oder Konsum mit anderen Lebensmitteln (z.B. Milch) sichergestellt wer-
den, dass sie nicht mit ihr in Berihrung kommen (Dunne, Murphy et al. 1999; San-

ders and Klaenhammer 2001).

Probiotika senken den intestinalen pH-Wert (Gibson, McCartney et al. 2005) und
produzieren antimikrobielle Substanzen: Milch- und Essigsaure, Wasserstoffperoxid
(wenn Sauerstoff verfugbar ist), Diacetyl, und mdéglicherweise auch bakteriostatische
oder bakteriozide Peptide bzw. Proteine (Sanders and Klaenhammer 2001) wie Nisin
(gewonnen aus Lactococcus lactis) (Jack, Tagg et al. 1995). Bakteriozine wie Nisin
sind Proteinbestandteile, die eine bakteriostatische oder bakteriozide Wirkung gegen
andere, artverwandte Bakterien entwickeln (Jack, Tagg et al. 1995). Fur Lactobacil-
lus acidophilus konnte ein Bakteriozin namens Lactacin B nachgewiesen werden,
dass allerdings nur andere Laktobazillen und Enterococcus faecalis inhibierte, Aktivi-
tat gegen Pathogene konnte nicht nachgewiesen werden (Sanders and Klaenham-
mer 2001).
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Da den Probiotika zahlreiche positive Effekte auf die Gesundheit zugeschrieben
werden, ist das Interesse an ihrer klinischen Nutzung und kommerziellen Anwendung
sehr grol3. So sollen sie Harnwegsinfekten und vaginalen Infektionen vorbeugen
kénnen (Sanders and Klaenhammer 2001; Gorbach 2002; Macfarlane and Cum-
mings 2002; Hay 2009). AuRerdem sollen sie Diarrhoen verhindern oder zumindest
den klinischen Verlauf abschwéachen, da die probiotischen Keime unter anderem mit
den Pathogenen um Bindungsstellen an den Enterozyten konkurrieren (de Roos and
Katan 2000; Forestier, De Champs et al. 2001; Macfarlane and Cummings 2002;
Gibson, McCartney et al. 2005; Vandenplas, Salvatore et al. 2007).

In zahlreichen Studien konnten Lactobacillus GG die Diarrhoedauer bei hospitalisier-
ten Kindern mit Rotavirus-Infektion von durchschnittlich 3,5 auf 2,5 Tage verkirzen
(de Roos and Katan 2000; Gorbach 2002; Goldin and Gorbach 2008; Guandalini
2008). Saavedra konnte zeigen, dass die prophylaktische Gabe einer Kombination
aus B. bifidum und S. thermophilus die Inzidenz einer Gastroenteritis bei hospitali-
sierten Kindern vermindern kann (Saavedra, Bauman et al. 1994). Sarker wies 2006
nach, dass der Lactobacillus paracasei ST11 zwar in der Therapie von Rotavirusin-
fektionen nicht effektiv ist, aber eine klinische Verbesserung bei Patienten mit Di-
arrhoen, die nicht durch Rotaviren induziert sind, bewirkt (Sarker, Sultana et al.
2005).

In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass Laktobazillen die Inzidenz von Di-
arrhoen bei Kindern vermindern kénnen (Szajewska, Kotowska et al. 2001; Mastret-
ta, Longo et al. 2002; Szajewska, Ruszczynski et al. 2006; Szajewska, Setty et al.
2006; Szajewska, Skorka et al. 2007; Ruszczynski, Radzikowski et al. 2008). Wenus
konnte 2007 mit einem probiotischen Milchtrunk, bestehend aus LGG, La-5 und Bb-
12, allerdings mit einer sehr kleinen Fallzahl, das Risiko einer antibiotika-assoziierten

Durchfallerkrankung bei Erwachsenen um 80% reduzieren (Wenus, Goll et al. 2007).

Szajewska stellte 2006 fest, dass die Mikrobiota von Friihgeborenen im Gegensatz
zu reifen Neugeborenen praktisch keine Bifidobakterien beinhaltet. Diese veranderte
Mikrobiota scheint die Entstehung einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) bei
Frihgeborenen zu beglinstigen (Szajewska, Setty et al. 2006; Caplan 2009). In eini-
gen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Gabe von Probiotika praventiv auf

die Entstehung einer nekrotisierenden Enterokolitis bei Frihgeborenen auswirkt,
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offenbar wird durch die Aufnahme der Probiotika die Mikrobiota des Darmes so modi-
fiziert, dass die Pathogene durch die neu hinzugekommenen Keime im Wachstum
inhibiert werden (Hoyos 1999; Bin-Nun, Bromiker et al. 2005; Lin, Su et al. 2005;
Barclay, Stenson et al. 2007; Alfaleh and Bassler 2008; Claud and Walker 2008;
Martin and Walker 2008). Walker geht davon aus, dass die NEC durch eine inadéa-
quate, unreife und Uberschielende Entziindungsreaktion sowohl durch pathogene
als auch durch symbiotische Bakterien ausgelést werden kann (Walker 2008). Dani
konnte 2002 dagegen die Inzidenz der nekrotisierenden Enterokolitis bei Frihgebo-
renen durch die prophylaktische Gabe von Lactobacillus GG nicht reduzieren (Dani,
Biadaioli et al. 2002). Mohan konnte nachweisen, dass die Gabe von Bifidobacterium
lactis Bb12 an Frihgeborene zu einer Erhéhung der Anzahl an Bifidobakterien und
Verringerung von Enterobakterien und Clostridien fuhrte (Mohan, Koebnick et al.
2006). Problematisch bleibt hierbei, dass es Fallberichte Uber Bakteridmie und Sep-
sis durch Laktobazillen bei kritisch kranken Kindern und Erwachsenen gibt
(Thompson, McCarter et al. 2001; Salminen, Rautelin et al. 2004; Land, Rouster-
Stevens et al. 2005).

Uber die Gabe von Probiotika bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen (CED) gibt es vielversprechende Ergebnisse (Vanderpool, Yan et al.
2008). Die Pathogenese dieser Erkrankungen ist bis heute noch nicht genau geklart,
es werden unter anderem Interaktionen zwischen dem Wirt, der Schleimhautimmuni-
tat und dem Darmmilieu verantwortlich gemacht. Es konnte wiederholt gezeigt wer-
den, dass sich die Mikrobiota von Patienten mit CED von gesunden Probanden un-
terscheidet und zudem instabil ist. Bei Patienten mit CED konnten einerseits immer
wieder héhere Konzentrationen an Bacteroides vulgatus und einigen E. coli, ande-
rerseits eine Reduktion an Laktobazillen und Bifidobakterien im Stuhl nachgewiesen
werden (Marteau, Lepage et al. 2004). In zwei Studien konnte nachgewiesen wer-
den, dass die Gabe von Escherichia coli Nissle 1917 genauso erfolgreich ist wie die
Gabe von Mesalazin zur Remissionserhaltung bei Patienten mit einer Colitis ulcerosa
(Kruis, Schutz et al. 1997; Rembacken, Snelling et al. 1999). Auch Patienten mit
einer Pouchanlage bei Colitis ulcerosa wurden mit Probiotika (Mischung VSL#3,
bestehend aus Lactobacillus acidophilus, paracasei, plantarum und delbrueckii
subsp. bulgaricus, Bifidobacterium longum, breve und infantis und Streptococcus

thermophilus) bzw. Antibiotika behandelt, um einer Pouchitis vorzubeugen oder sie
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zu therapieren. Auch hier schienen Probiotika wie VSL#3 sowohl zur primédren als
auch zur sekundaren Pravention bei Erwachsenen gut geeignet und den Antibiotika
nicht unterlegen zu sein (Gionchetti, Rizzello et al. 2000; Gionchetti, Rizzello et al.
2003; Chapman, Plosker et al. 2006; Chapman, Plosker et al. 2007; Liptay 2008).

Zur Therapie des Morbus Crohn gibt es sehr widerspriuchliche Ergebnisse, bisher
konnte noch kein sicherer Effekt der Probiotika auf die Erkrankung nachgewiesen
werden (Szajewska, Setty et al. 2006). Auch gibt es leider bisher kaum Studien zur
Effektivitdt der Probiotikagabe bei Kindern mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen (Liptay 2008).

Probiotika werden immer wieder zahlreiche weitere positive Effekte auf die menschli-
che Gesundheit zugeschrieben, wie Senkung des Cholesterinspiegels, Verhinderung
der Karzinogenese, Verminderung des Tumorwachstums, dazu ist die Studienlage
aber sehr widerspriichlich (de Roos and Katan 2000; Sanders and Klaenhammer
2001; Vrese 2008). Das Immunsystem des Darms muss auf der einen Seite Patho-
gene abwehren, auf der anderen Seite aber eine Toleranz gegeniber harmlosen
Lebensmitteln und Bakterien entwickeln (orale Toleranz des Immunsystems), an-
sonsten kann es unter anderem zu Lebensmittelallergien kommen (Vaarala 2003).
Orale Toleranz entsteht, wenn harmlose Antigene und symbiotische Bakterien die
Mukosa uberqueren und mit mukosalen regulatorischen T-Zellen interagieren, die
Zytokine freisetzen (z.B. TGF-B, Wachstumsfaktor). Diese Zytokine vermitteln dar-
aufhin die Down-Regulation der humoralen und zellularen Immunantwort auf diese
Antigene (Walker 2008). In der Literatur finden sich zahlreiche Studien zur Behand-
lung von Kindern mit Lebensmittelallergien und atopischen Ekzemen mit Probiotika
(Gorbach 2002; Macfarlane and Cummings 2002; Szajewska, Setty et al. 2006).
Bjorksten konnte in einer Studie zeigen, dass die intestinale Mikrobiota eine mégliche
Quelle fur die Entwicklung von Allergien ist. Bei Kindern, die spater Allergien entwi-
ckelten, fanden sich im ersten Lebensmonat deutlich weniger Bifidobakterien und
Enterokokken in der Mikrobiota, aber mehr Clostridien und Staphylococcus aureus

im Vergleich zu gesunden Kindern (Bjorksten, Sepp et al. 2001).

In einer Studie von Kalliomé&ki wurde der Einfluss von Lactobacillus GG auf die Pra-
vention eines atopischen Ekzems bei Sauglingen mit einem hohen Risiko (Familien-

anamnese von Atopie) untersucht. Lactobacillus GG wurde Schwangeren 2-4 Wo-
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chen vor und nach der Geburt fir 6 Monate entweder der stillenden Mutter oder dem
Kind in Form von Kapseln verabreicht. Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko,
ein atopisches Ekzem zu entwickeln, nur halb so hoch war wie in der Placebogruppe.
Auch in den Follow-Up-Studien verminderten Probiotika, und auch die vermehrte
Einnahme von Retinol, Calcium und Zink, das Risiko eines atopischen Ekzems in
den ersten vier Lebensjahren (Kalliomaki, Salminen et al. 2001; Kalliomaki, Salminen
et al. 2003; Laitinen, Kalliomaki et al. 2005; Isolauri and Salminen 2008). Andere
Arbeitsgruppen hingegen konnten den protektiven Effekt der Probiotika nicht nach-
vollziehen oder bei Subgruppen sogar eine verstarkte Auspragung der atopischen
Dermatitis nachweisen (Brouwer, Wolt-Plompen et al. 2006; Taylor, Dunstan et al.
2007; Kopp 2008).

Besselink konnte 2008 zeigen, dass die Gabe von Probiotika an Patienten, die an
einer akuten schweren Pankreatitis erkrankt sind, ein erhéhtes Mortalitatsrisiko zur

Folge hat (Besselink, van Santvoort et al. 2008).

Eine wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Kolonisierung des Darms ist die
Fahigkeit von probiotischen Keimen, an die Darmmukosa bzw. an mukosale Gly-
koproteine zu adhérieren, da dies die Voraussetzung fir die Inhibition der Pathogene
(Coconnier, Lievin et al. 1997; Collins and Gibson 1999; Forestier, De Champs et al.
2001; Gopal, Prasad et al. 2001; He, Ouwehand et al. 2001; Juntunen, Kirjavainen et
al. 2001) und die Modulation des Immunsystems ist (Isolauri, Sutas et al. 2001).
Enteropathogene Keime kénnen die Synthese von Interleukinen (unter anderem
Interleukin-6 und 8) durch Kontakt mit Darmepithelzellen induzieren. Morita konnte
2002 nachweisen, dass von den von ihm untersuchten 30 Probiotika nur zwei zu
einer geringen Interleukinproduktion fihrten, wahrend der enteropathogene Bacillus
subtilis einen signifikanten Anstieg in der Interleukinproduktion von Caco2-Zellen
hervorrief. Steiner konnte bereits 2000 zeigen, dass auch der enteroaggregative
E.coli 042 zu einer Interleukin-8-Freisetzung aus Caco2-Zellen fuhrt (Steiner, Nataro
et al. 2000). Morita fuhrte diese Ergebnisse darauf zurlick, dass Probiotika im Ge-
gensatz zu enteropathogenen Keimen an Darmepithelzellen adhérieren kénnen,
ohne eine lokale Entziindungsreaktion hervorzurufen und stattdessen auf andere

Weise mit den Zellen interagieren (Morita, He et al. 2002). In anderen Studien erhéh-
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ten Probiotika die Synthese von Interferonen, die antagonistisch zu Interleukinen

wirken, was zusétzlich antiinflammatorisch wirken kann (Cross and Gill 2001).
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2. Fragestellung

Enteroaggregative E. coli gehéren zu den wichtigsten Auslésern von akuten und
persistierenden Diarrhoen sowohl in Entwicklungslandern als auch in Industriestaa-
ten, insbesondere bei Kindern im ersten Lebensjahr. In der vorliegenden Arbeit sol-
len die Interaktionen zwischen enteroaggregativen E. coli und probiotischen Bakteri-
en untersucht werden, da die genauen Mechanismen, durch welche Probiotika in der

Lage sind, Infektionen mit E. coli zu verhindern, noch nicht genau bekannt sind.

Um die Interaktion zwischen Probiotika und E. coli nédher zu betrachten, werden
Zellbindungsassays an einem Diinndarmmukosamodell, den Caco2-Zellen, durchge-
fuhrt. Um zu Uberprifen, inwieweit die Adhasionsfahigkeit der Probiotika von Bedeu-
tung ist, soll in einem ersten Schritt festgestellt werden, ob Probiotika an Darmepithel
adhéarieren und auf diese Weise dadurch dann mdéglicherweise die Mikrobiota des

Darms verandern kénnten.

Abschlie®end soll die Frage beantwortet werden, ob sezernierte Proteine oder Zell-
wandbestandteile die Adhasionsfahigkeit von EAEC verandern. Daflir werden Zell-
bindungsassays mit bakterienfreien Uberstédnden bzw. mit Hilfe von UV-Licht inakti-

vierten Probiotika durchgefihrt.
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3. Material und Methoden

3.1. Caco2 - Zellkultur

Die verwendeten Caco2-Zellen stammen aus der American Type Culture Collection,
Rockville, USA (Stamm HTB-37). Es werden die Passagen 36 bis 47 verwendet. Alle
Arbeiten mit der Zellkultur werden in einer Laminar-Air-Flow-Arbeitsbank unter asep-

tischen Bedingungen durchgefiihrt.

Die Zellen werden bei 37°C, 5 % Kohlendioxidgehalt und 95 % relativer Luftfeuchtig-

keit im Brutschrank kultiviert.

Als Kulturmedium wird dem Minimum Essential Eagle’s Medium (Sigma) 20 % FCS
(Biochrom AG), 50 U/ml Penicillin/ Streptomycin (Sigma), je 1 % Glutamin, nicht-
essentielle Aminosduren und Natriumpyruvat (Gibco) zugefugt. Der Mediumwechsel

erfolgt dreimal pro Woche.

Das Passagieren der Zellen erfolgt bei Subkonfluenz durch enzymatisch-
proteolytisches Ablésen mit Trypsin-EDTA-L&sung (0,05 %/ 0,02 % (w/ v), Biochrom
AG). Dazu werden die Zellen einmal mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS pH
7,3 Serag Wiessner) gewaschen und dann hiermit fir 10 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert. Dies dient dazu, Serumriickstdande auf den Zellen zu entfernen, die
spater zu einer Trypsininhibition fuhren wirden. Au3erdem wird den Zellen durch das

calciumfreie PBS Calcium entzogen, so dass sich die Zell-Zell-Verbande lockern.

Danach wird das PBS entfernt, die Zellen mit Trypsin bei 37°C fur 10 min inkubiert
und dann die Zellen mdglichst vollstédndig abgel6st. Als néachstes wird die Trypsin-
Zell-Suspension in Kulturmedium (s.o.) Gberfuhrt, um das Trypsin zu inaktivieren und
somit die Proteolyse zu stoppen. Anschliel3end wird die Suspension fiir 5 Minuten bei
20°C und 302 x g zentrifugiert (Hettich-Zentrifuge Rotixa 120 RS), der Uberstand

dekantiert und das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert.

Im Folgenden werden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:4 bis 1:6 auf Zellkulturfla-
schen verteilt oder auf 12-Well-Platten (Falcon, Firma Becton-Dickinson) ausgesét.
Hierfur wird die Anzahl der Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt

und mit einer Dichte von 5 x 10° bzw. 1 x 10° Caco2-Zellen auf jedes Well verteilt.
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Die Zellen waren auf den 12-Well-Platten am 3. bis 4. Tag nach Aussaat konfluent,
die Versuche werden am 13. bis15. Tag nach Aussaat durchgefihrt. Vor und nach

jedem Arbeitsschritt wird die Zellkultur mikroskopisch kontrolliert.

3.2. Bakterien

Escherichia coli

Der in den Versuchen verwendete Stamm DEF40 ist ein klinisches Isolat und wurde
freundlicherweise von Herrn Professor Dr. Helge Karch, Institut fir Hygiene des
Universitatsklinikums Minster, zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich dabei um
einen enteroaggregativen E. coli, ein klinisches Isolat (Diarrhoe), Serogruppe O78,
eae-, stx1-, stx2-, 0O157-Gen-, clyA+ (Ludwig, von Rhein et al. 2004)

Fur alle Versuche wird der bei -80°C aufbewahrte E. coli DEF40 fir 16-18 Stunden
unter aeroben Bedingungen bei 37°C auf Mauller-Hinton- oder Columbia-

Blutagarplatten (Biomerieux) angeziichtet.

Probiotische Bakterien

Die untersuchten Stdmme wurden vom Institut fir Mikro6kologie, Herborn zur Verfi-

gung gestellt.

Es handelt sich um:

Lactobacillus (para)casei DSM 11358

Lactobacillus acidophilus La5

Lactobacillus salivarius DSM 11361

Bifidobacterium lactis Bb12

Bifidobacterium bifidum DSM 16781

Lactococcus lactis DSM 11360
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Alle Stamme werden auf deMan-Rogosa-Sharpe-Agar (M.R.S.; Oxoid) 48 Stunden
bei 37°C angeziichtet. Die Keime werden in einem Anaerobentopf (Oxoid) inkubiert
und mit Hilfe des Anaerogenkits (Oxoid) in anaerobem Milieu mit 8-14 % CO, inku-
biert. Der Lactococcus lactis (aerob) wird auf Muller-Hinton-Platten angeziichtet und
in aerobem Milieu mit 8-14 % CO; inkubiert. Alle probiotischen Keime werden immer

mit einer Inokulationsdosis von 1x108 CFU/ml eingesetzt.

Kryokonservierung

Die Bakterien werden in THB (E. coli DEF40) bzw. MRS-Bruhe (Lactobacillus (pa-
ra)casei DSM 11358, Lactobacillus acidophilus La5, Lactobacillus salivarius DSM
11361, Bifidobacterium lactis Bb12, Bifidobacterium bifidum DSM 16781, Lactococ-
cus lactis DSM 11360) fur 24 bzw. 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Dann wird 20 % Glycerol (Sigma) hinzugefiigt und die Bakterien bei -80°C eingefro-

ren.

Wachstumskurven

Alle probiotischen Keime hatten bei einer Wellenldnge von A=600 nm ab einer pho-
tometrisch eingestellten Extinktion von 0,650 eine Konzentration von 1x10® CFU/ml

und lielRen sich auch nach 8 Stunden Wachstum nicht weiter konzentrieren.

Fur den DEF40 wurden keine Wachstumskurven erstellt, da er auf Agarplatten ange-
zlichtet wurde. Wenn sie in Medium gewachsen waren, ware das Erreichen der log-
Phase wichtig gewesen, um sicher zu sein, dass die Bakterien nicht in der Brihe

absterben.

Markierung der Bakterienstamme mit Fluorescein-Isothiocyanat

Die angezichteten Bakterien werden mit kaltem Boratpuffer (20 mM Borséure in
0,9 % NaCl, pH 9), von den Agarplatten gel6st und zweimal gewaschen (4000 x g,
4°C, 10 min).

Danach wird das Sediment in 1 ml Boratpuffer resuspendiert, 200 ul Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC, Sigma) zugegeben und fir 30 Minuten im Dunkeln bei Raum-

temperatur auf einem Schittler inkubiert. Um den freien Farbstoff von den markierten
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Bakterien zu trennen, werden 10 ml 0,01-molares PBS unter Zugabe von 6 % BSA
(Sigma) mit der Bakteriensuspension tberschichtet und bei 4000 x g und 4°C fiur 15
Minuten zentrifugiert. Nach zwei weiteren Waschschritten (4000 x g, 4°C, 10 min) mit
0,01 M PBS, supplementiert mit 0,1 % BSA, war der Uberstand klar und die Bakteri-
en werden mit serum- und antibiotikafreien Medium photometrisch bei einer Wellen-
l&nge von A = 600 nm auf eine Extinktion von 0,650 + 0,05 eingestellt. Die Extinktion
entspricht beim E. coli DEF40 einer Bakteriendichte von 1 x 10° CFU/mlI, bei den
probiotischen Keimen 1 x 10° CFU/ml.

An jedem Versuchstag werden von allen eingestellten Bakteriensuspensionen Ver-

dinnungsreihen erstellt und ausplattiert, um die Inokulationsdosen zu tUberprifen.

Unmarkierte Bakterienstimme

Fir die Versuche, bei denen die Interaktion zwischen E. coli und Probiotikum unter-
sucht wird, ist immer der E. coli FITC-markiert, die Probiotika werden mit PBS von
der Agarplatte gelést und einmal bei 4392 x g und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert
und in serum- und antibiotikafreiem Medium resuspendiert, bevor sie photometrisch

auf eine Extinktion von 0,650 eingestellt werden.
3.3. Zellbindungsassay

Adhésion von FITC-markierten Bakterien an Caco2-Zellen

Alle Versuche werden im Dreifachansatz durchgefihrt.

Nach dreimaligem Waschen der Caco2-Zellen mit serum- und antibiotikafreiem Ca-
co2-Medium wird jedem Well 1 ml der FITC-markierten Bakterien mit einer Inokulati-
onsdosis von 1x10® CFU/ml (gegebenenfalls verdiinnt mit serum- und antibiotikafrei-
en Medium) zugegeben und fir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach
werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um alle nicht adhdrenten Bakterien
zu entfernen. AnschlieBend werden die Zellen fir 10 Minuten mit Formalin fixiert,
damit es zu keiner weiteren Zell-Bakterieninteraktion mehr kommen kann und mikro-

skopisch ausgezanhlt.
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Ultraschalllyse

Eine weitere Moglichkeit der Auswertung ist das Lysieren der Caco2-Zellen am Ende

der Inkubationszeit und Ausplattieren der E. coli DEF40.

Nach Kultivierung werden die Probiotika mit PBS (37°C) von den Agarplatten gel6st
und zweimal gewaschen (4000 x g, 4°C, 10 min). Dann folgt die photometrische
Einstellung der Bakterien mit serum- und antibiotikafreiem Zellkulturmedium. Nach
dreimaligem Waschen der Caco2-Zellen mit warmem PBS wird 1 ml der eingestellten
Probiotika auf jedes Well gegeben.

Nach Beendigung der zweistiindigen Inkubationszeit bei 37°C werden die Caco2-
Zellen dreimal mit PBS gewaschen, bevor anschlieBend 2 ml HBSS/ Hepes auf die

Zellen gegeben werden.

Zum Lysieren der Zellen wird jedes Well mit der Sonotrode (Bandelin Electronics) fur
20 Sekunden beschallt. Von dem Lysat werden Verdiinnungsreihen angefertigt und

auf MRS-Agar ausplattiert, um mdéglicherweise adharente Bakterien auszuzahlen.

Adhésion der Bakterien an die Multiwell-Platten

Um zu Uberprifen, ob die Ergebnisse der Ultraschalllyse allein auf die Bakterienad-
hasion an die Caco2-Zellen oder auch auf Adhdsion an das Plastik der Multiwell-
Platten zurickzufuhren sind, werden die photometrisch eingestellten Bakteriensus-
pensionen auf neue 12-Well-Platten ohne Zellrasen gegeben und unter gleichen
Bedingungen (s. 3.1) inkubiert. Danach werden die Platten auch hier dreimal mit PBS
gewaschen und dann wird die Bakterienadh&sion fluoreszenzmikroskopisch ausge-

wertet.
3.4. Vorversuche

Zellkultur

Es werden sowohl 1 x 10° Zellen als auch 5 x 10° Zellen pro Well ausgesat und die

Bakterienadh&sion mit verschiedenen E. coli-Inokulationsdosen verglichen.
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Bakterienkonzentration

Nach Vorversuchen wird als Bakterienkonzentration 1 x 102 CFU/mI photometrisch

eingestellt.

Bakterizidieassay

Um das Wachstum der einzelnen Bakterienstdmme im Medium zu Uberprifen, wer-
den die Bakterien mit Medium in 12-well-Platten ohne Zellrasen fur zwei Stunden
inkubiert (s. Zellbindungsassay 3.3.1). Des weiteren werden auch Koinkubationen
auf die gleiche Weise mit E. coli DEF40 und den Probiotika durchgefiihrt, um zu
Uberprifen, ob die Bakterien bereits ohne Caco2-Zellen miteinander interagieren.

3.5. Bakterienadhédsion unter Zusatz von Mannose

Da Mannose die Adhésion von E. coli an Darmepithelzellen hemmen soll, wird dem
FITC-markierten Bakterienstamm 1 % D(+)-Mannose (Merck) zugefigt, damit die
Typ-I-Fimbrien der Bakterien durch die Mannose besetzt sind. Die Mannose-
Bakteriensuspension wird 15 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert. Danach wird
der Zellbindungsassay mit der Bakterien-Mannose-Suspension wie oben beschrie-

ben durchgefiihrt.

Um zu Uberprifen, ob Mannose einen Einfluss auf die Adhasionsféahigkeit der Probio-
tika hat, werden die Versuche mit allen probiotischen Keimen analog zum DEF40
durchgefiihrt.

3.6. Koinkubation E. coli mit probiotischen Bakterien auf Caco2-Zellen -

Konkurrenz

Um herauszufinden, ob es durch gleichzeitige Zugabe der verschiedenen Bakterien-
arten auf die Caco2-Zellen zu einer Verminderung der Adhasion der E. coli kommt,
werden 1 ml Probiotikum bzw. 1 ml serumfreies Medium als Kontrollwert gleichzeitig
mit 100 ul E. coli DEF40 (1 x 10° CFU/mI) auf die Caco2-Zellen gegeben und wie

unter 3.1 beschrieben inkubiert.
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3.7.  Vorinkubation E. coli auf den Caco2-Zellen - Verdrdngung

Um die Frage zu beantworten, ob Probiotika in der Lage sind, schon adhé&rierende
E. coli wieder von ihren Bindungsstellen zu entfernen, wird eine Versuchsreihe zur

Verdrangung durchgefihrt.

Nach einstiindiger Inkubation der Caco2-Zellen mit den E. coli DEF40 (Inokulations-
dosis: 1 x 10® CFU/mI) werden die nicht adharierenden E. coli mit PBS von den Ca-
co2-Zellen gewaschen und anschlieBend 1 ml Probiotikum bzw. 1 ml serumfreies
Medium als Kontrollwert auf die Zellen gegeben. Die Inkubationszeit nach Zugabe

des Probiotikums betragt zwei weitere Stunden.

3.8. Vorinkubation der probiotischen Bakterien auf den Caco2-Zellen - Ex-

klusion

Umgekehrt soll jetzt die Frage beantwortet werden, ob Probiotika in der Lage sind, zu

verhindern, dass E. coli Uberhaupt adharieren kénnen.

Nach einstindiger Inkubation der Caco2-Zellen mit Probiotikum bzw. serumfreiem
Medium werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, 1 ml E. coli DEF40 (1 x 10®

CFU/ml) zugegeben und weitere 2 Stunden im Brutschrank inkubiert.

3.9. Koinkubation E. coli mit UV-inaktiviertem Lactobacillus acidophilus

bzw. mit Uberstinden von Lactobacillus (para)casei und acidophilus

Probiotika sezernieren zahlreiche Proteine. Um zu kléren, ob diese einen Einfluss auf
die Adhasionsfahigkeit von E. coli haben, wird Lactobacillus acidophilus mit Hilfe von
UV-Licht inaktiviert und es werden Uberstdnde von Lactobacillus acidophilus und

Lactobacillus (para)casei hergestellt und Adhasionsassays durchgefiihrt.

Sowohl fir die folgende Herstellung der Ubersténde als auch fir die Inaktivierung
durch UV-Licht wird Lactobacillus acidophilus auf MRS-Agar 48 Stunden im Brut-
schrank bei 37°C kultiviert und danach in 10 ml Minimum Essential Eagle’s Medium
(Sigma) ohne Phenolrot, mit Glutamin und MgCl, gegeben und gewaschen (4392 x
g, 4°C, 10 min). AnschlieBend wird die Bakterienkonzentration photometrisch mit

einer Verdiinnungsreihe bestimmt (1 x 108 CFU/ml).
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Inaktivierung von Lactobacillus acidophilus mit UV-Licht

Fur die UV-Bestrahlung werden je 5ml Bakteriensuspension (s. 3.9) in eine pyro-
genfreie Petrischale gegeben und dann in einem Abstand von 15 cm von der UV-
Lampe 25 Minuten mit UV-Licht mit einer Wellenldange von 254 nm bestrahlt, dabei
werden die Schalen zweimal geschwenkt. Nach dem Bestrahlen wird durch Ausplat-
tieren eine Kontrolle auf Sterilitdt der Probe durchgefiihrt. Zum Schluss wird die Sus-

pension aliquotiert eingefroren.

Herstellen eines unkonditionierten Uberstandes von Lactobacillus (para)casei

und acidophilus

Die Bakteriensuspension (s. 3.9) wird in einer Zellkulturflasche fur drei Stunden im
Brutschrank inkubiert, bei 4392 x g und 4°C fir 30 Minuten zentrifugiert und dann die
restlichen Bakterien durch Minisart-Sterilfilter (0,20 pm, Sartorius) von den Uberstan-
den getrennt. Die Uberstande werden bei -70°C gelagert, vor Versuchsbeginn erfolg-

te jeweils durch Ausplattieren eine Kontrolle auf Sterilitat der Probe.

Herstellen eines konditionierten Uberstandes von Lactobacillus acidophilus

Die Bakteriensuspension (s. 3.9) wird fur 1 Stunde im Brutschrank inkubiert, danach
werden pro Milliliter Lactobacillus acidophilus 100 ul DEF40 mit einer Inokulationsdo-

sis von 1 x 10° CFU/ml zugefiigt und zusammen fiir weitere zwei Stunden inkubiert.

Danach wird die Suspension bei 31232 x g fir 10 Minuten zentrifugiert, sterilfiltriert
(Minisart-Sterilfilter, 0,20 um, Sartorius) und aliquotiert. Die Uberstande werden bei -
70°C gelagert, vor Versuchsbeginn erfolgte auch hier jeweils durch Ausplattieren

eine Kontrolle auf Sterilitdt des Uberstandes.

Adhéasionsassay

Es wird 1 ml des UV-Licht-behandelten Lactobacillus acidophilus bzw. 1 ml Uber-
stand mit 100 ul DEF40 (Inokulationsdosis 1 x 10° CFU/ml) eine halbe Stunde auf Eis
im Dunkeln vorinkubiert, dann auf die Caco2-Zellen gegeben und fur 2 Stunden im

Brutschrank inkubiert.
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3.10. Auswertung

Nach Entfernen des Formalins werden Deckgldschen mit Citifluor® (Glycerol/ PBS-
Lésung) auf die Caco2-Zellen gegeben, um die FITC-markierten Bakterien auszu-
zahlen. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Zeiss) und der Computersoftware
ImagePro Plus (MediaCybernetics) werden die adharierenden DEF40 pro Blickfeld
ausgezahlt. Es wird der Mittelwert aus anfangs 20, spater 10 Blickfeldern gebildet, da
in Voruntersuchungen kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Modalita-

ten gesehen wurde.

3.11. Statistik

Die Verwaltung und Aufbereitung der Messergebnisse wird mit Microsoft Excel aus-
gefuhrt, die statistische Auswertung sowie die Erstellung der gezeigten Boxplots zu
den einzelnen Versuchsreihen mit dem Programm MiniTab. Die Berechnung der
Signifikanzniveaus, ob sich die Mittelwerte der in den Boxplots gezeigten Verteilun-
gen unterscheiden, erfolgt Uber einen zweiseitigen Wilcoxon-Test, ebenfalls mittels
MiniTab.
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4. Ergebnisse

4.1. Aussaatdichte der Caco2-Zellen

Die Zellbindungsassays wurden zu Beginn mit verschiedenen Aussaatdichten der
Caco2-Zellen (1x10° und 5x10° Zellen pro Well) durchgefiihrt. Da es bei der héheren
Aussaatdichte mit 5x10° Zellen pro Well zu einer deutlich gréReren Schwankungs-
breite in den Ergebnissen (DEF40 pro Blickfeld) kommt, werden alle weiteren Zell-

bindungsassays mit 1x10° Zellen pro Well durchgefiihrt.

4.2. US-Lyse

Bei den Versuchen zur Adhasion der Probiotika an die Multiwellplatten ist nach zwei-
stindiger Inkubation deutlich zu erkennen, dass die Bakterien eine sehr starke Ad-
hasion an das Plastik zeigen (Abbildung 4-1; Abbildung 4-2). Aufgrund dessen ist
eine Auswertung der Adhasionsféhigkeit der Probiotika an die Caco2-Zellen in den

Multiwellplatten mittels Ultraschalllyse nicht méglich.
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Abbildung 4-1:  Adhésion von FITC-markiertem Bifidobacterium lactis an Plastik (links), FITC-
markiertem Lactobacillus acidophilus an Plastik (rechts), jeweils nach 2 Stunden In-

kubationszeit
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Abbildung 4-2:  Adhasion von FITC-markiertem DEF40 an Plastik (links), Adh&sion von FITC-
markiertem DEF40 an Caco2-Zellen (rechts), jeweils nach 2 Stunden Inkubations-

zeit

4.3. Bakterizidieassay

Nach zwei Stunden Inkubation der Bakterien im Caco2-Medium zeigten sich keine
bzw. nur geringfligige Verdnderungen der eingesetzten Inokulationsdosen, so dass
ausgeschlossen werden kann, dass das Medium einen Effekt auf das Wachstum der
Bakterien hat. Auch in den Koinkubationsversuchen von E. coli DEF40 mit probioti-
schen Stdmmen zeigten sich nur geringe Veranderungen der eingesetzten Inokulati-
onsdosen, so dass auch hier nennenswerte Interaktionen der Keime untereinander

sehr unwahrscheinlich sind.

4.4. Zellbindungsassay

Lactobacillus (para)casei DSM 11358, Lactobacillus acidophilus La5, Bifidobacterium
lactis Bb12, Bifidobacterium bifidum DSM 16781, Lactobacillus salivarius DSM
11361, Lactococcus lactis DSM 11360 und E. coli DEF40 wurden auf ihre Adhasi-
onsfahigkeit an menschliche Caco2-Zellen untersucht (Abbildung 4-4). Von den un-
tersuchten Keimen zeigte der E. coli DEF40 mit 72,29+31,89 Bakterien pro Blickfeld
die starkste Adhé&sionsfahigkeit. Lactobacillus acidophilus La5 adhéarierte von den
probiotischen Keimen mit 16,95+10,83 DEF40 pro Blickfeld am besten, dicht gefolgt
von Bifidobacterium bifidum DSM 16781 mit 14,37+5,74, Bifidobacterium lactis Bb12
mit 10,47+5,94. Lactobacillus (para)casei DSM 11358 adhariert mit 0,72+0,41 DEF40
pro Blickfeld kaum (Abbildung 4-3; Tabelle 4-1). Aufgrund von Aggregation und un-
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genuigender Fluoreszenzmarkierung wurden keine weiteren Versuche mit Lactococ-

cus lactis und Lactobacillus salivarius durchgefuihrt (Abbildung 4-5).

Zellbindungsassay der einzelnen Keime
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Abbildung 4-3:  Zellbindungsassay der einzelnen Keime (a: Lactobacillus acidophilus, Bb: Bifidobac-
terium bifidum, BI: Bifidobacterium lactis, c: Lactobacillus casei, Ec: Escherichia coli)
Tabelle 4-1: Zellbindungsassay der einzelnen Keime, Inkubationsdauer 2 Stunden

Keime/ Blickfeld

N Median | Mittelw. [Std.Abw.
Bb. bifidum 20 13,75 14,37 5,74
Bb. lactis 15 9,10 10,47 5,94
E. coli 55 68,90 72,29 31,89
Lb. acidophilus 26 12,35 16,95 10,83
Lb. casei 5 0,70 0,72 0,41
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Abbildung 4-4:  Adhasion von Bifidobacterium lactis an Caco2-Zellen (links), Adhasion von Lactoba-

cillus (para)casei an Caco2-Zellen (rechts), jeweils nach 2 Stunden Inkubationszeit

Abbildung 4-5:  Adhasion von Lactobacillus salivarius (starke Aggregatbildung) an Caco2-Zellen

nach 2 Stunden Inkubationszeit

4.5. Zellbindungsassay unter Zusatz von Mannose

Mannose hemmt die Adh&sion von E. coli DEF40 durch Typ-I-Pili. Die Adh&sionsfa-
higkeit vom DEF40 konnte durch den Zusatz von Mannose um 20% reduziert wer-
den, wahrend sich die Adhasion der Probiotika an Caco2-Zellen durch den Zusatz

von Mannose nicht verénderte (Abbildung 4-6; Tabelle 4-2).

Da es nur zu einer geringen Veranderung der Adhasionsfahigkeit des DEF40 durch
Mannose kam, wurde bei den weiteren Versuchen auf den Zusatz der D(+)-Mannose

verzichtet.
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Zellbindungsassay der einzelnen Keime mit/ohne Mannose
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Abbildung 4-6:  Zellbindungsassay der einzelnen Keime mit und ohne Zusatz von Mannose
Tabelle 4-2: Vergleich Zellbindungsassay der einzelnen Keime mit und ohne Zusatz von Manno-
se
Keime/ Blickfeld
mit Mannose ohne Mannose
Median | Mittelw. [Std.Abw. Median | Mittelw. | Std.Abw.
Bb. bifidum 9 6,90 12,81 9,79 8 10,75 12,60 7,09
Bb. lactis 15 9,90 9,85 5,14 15 9,10 10,47 5%
E. coli 9 39,50 4223 11,48 9 51,90 54,13 15,54
Lb. acidophilus 14 15,55 18,85 9,55 14 11,10 13,53 9,06
Lb. casei 6 0,80 0,85 0,22 5 0,70 0,72 0,41

4.6.

otika

Inhibition der Adhédsion von E. coli DEF40 an Caco2-Zellen durch Probi-

Lactobacillus acidophilus und Lactobacillus (para)casei kébnnen die Adhdsion des

DEF40 an Caco2-Zellen vermindern, wenn die Probiotika zuvor mit den Caco2-
Zellen vorinkubiert wurden (Exklusion). Die DEF40 pro Blickfeld werden von
86,44+16,61 (Medium) auf 59,37+27,45 (Lb. acidophilus) bzw. 61,24+27,79 (Lb.
casei) reduziert. Die Signifikanz p gibt dabei an, ob sich der Mittelwert des DEF40/
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Blickfeld durch Inkubation mit dem jeweils betrachteten Probiotikum gegeniber der
Inkubation mit Medium signifikant verandert hat. Grundlage der Berechnung ist ein
zweiseitiger Wilcoxon-Test. Fir die Bifidobakterien konnte kein Effekt nachgewiesen
werden (Abbildung 4-9, Tabelle 4-5).

Unter der Bedingung der Verdrangung konnte fir den Lactobacillus acidophilus eine
signifikante Inhibition der DEF40-Adhasion an die Caco2-Zellen beobachtet werden
(18,42+14,18 im Vergleich zur Kontrolle 22,48+6,31). Fur das Bifidobacterium bifidum
zeigte sich ein deutlicher Trend zur Adhasionsinhibition des DEF40 (Abbildung 4-8,
Tabelle 4-4).

Bei der Koinkubation des E. coli DEF40 mit den Probiotika konnte fur Lactobacillus
acidophilus La5, Lactobacillus (para)casei und Bifidobacterium bifidum DSM 16781
eine verminderte Adhasionsfahigkeit des DEF40 gezeigt werden, nicht aber fir Bifi-
dobacterium lactis (Tabelle 4-5). Den starksten kompetitiven Effekt auf den DEF40
zeigte Lactobacillus acidophilus La5 mit einer signifikanten Reduktion der Adhé&sion
von 52,35%£19,95 auf 26,85+13,02 DEF40 pro Blickfeld, gefolgt von Lactobacillus
(para)casei mit einer signifikanten Reduktion auf 34,53+14,32 DEF40 pro Blickfeld.
Auch Bifidobacterium bifidum zeigte eine deutliche Tendenz zur Adhasionsinhibition,
wahrend Bifidobacterium lactis die Adhasionsfahigkeit nicht veranderte (Tabelle 4-3,
Abbildung 4-7).

Tabelle 4-3: Adhéasionsinhibition unter der Bedingung der Konkurrenz (Medium: Kontrollwert,

Inkubation ohne Probiotikum)

Keime/ Blickfeld
N Median | Mittelw. [Std.Abw. p
Bb. bifidum 18 32,55 35,02 12,19 | 0,00317
Bb. lactis 6 51,80 54,12 10,24 | 0,50889
Lb. acidophilus 39 23,80 26,85 13,03 | 0,00000
Lb. casei 33 31,60 34,53 14,32 | 0,00018
Medium 32 47,10 52,35 19,95 --
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Tabelle 4-4: Adhéasionsinhibition unter der Bedingung der Verdrangung (Medium: Kontrollwert,
Inkubation ohne Probiotikum)
Keime/ Blickfeld
N Median | Mittelw. |Std.Abw. p
Bb. bifidum 12 14,75 15,69 6,17 0,00583
Bb. lactis 33 19,80 2742 18,60 | 0,86859
Lb. acidophilus 63 13,80 18,42 14,18 | 0,00000
Lb. casei 39 19,30 23,91 16,76 0,13905
Medium 42 21,95 2248 6,31 -—-
Tabelle 4-5: Adhéasionsinhibition unter der Bedingung der Exklusion (Medium: Kontrollwert,
Inkubation ohne Probiotikum)
Keime/ Blickfeld
N Median | Mittelw. |Std.Abw. p
Bb. bifidum 9 87,00 80,80 20,39 | 0,43519
Bb. lactis 24 78,20 78,91 15,72 | 0,06345
Lb. acidophilus 57 59,40 59,37 27,45 | 0,00000
Lb. casei 36 61,60 61,24 27,79 0,00005
Medium 36 89,30 86,44 16,61
Adhasionsinhibition unter der Bedingung der Konkurrenz
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Abbildung 4-7:  Adhasionsinhibition unter der Bedingung der Konkurrenz
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Adhasionsinhibition unter der Bedingung der Verdrangung
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Abbildung 4-8:

Adhasionsinhibition unter der Bedingung der Verdrangung

Adhasionsinhibition unter der Bedingung der Exklusion
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Abbildung 4-9:

Adhdasionsinhibition unter der Bedingung der Exklusion



4. Ergebnisse 40

4.7. Inhibition der Adhésion von E. coli DEF40 an Caco2-Zellen durch Bakte-

rieniiberstand

Um festzustellen, ob extrazelluldre Bakterienprodukte fir die Inhibition der Adhasion
des E. coli DEF40 verantwortlich sind, wurde der DEF40 mit Bakterienlberstanden
einzelner Probiotika koinkubiert. Hierbei wurde zun&chst ein unkonditionierter Uber-
stand hergestellt, bei dem das Probiotikum bei der Inkubation keinen Kontakt mit
dem E. coli hatte. Fiir den unkonditionierten Uberstand von Lactobacillus acidophilus
La5 und Lactobacillus (para)casei DSM 11358 zeigte sich kein Effekt auf die Adhasi-
onsfahigkeit des E. coli DEF40 (Tabelle 4-6). Daraufhin wurde ein konditionierter
Uberstand von Lactobacillus acidophilus La5 hergestellt, bei dem das Probiotikum
mit E. coli zusammen inkubiert wurde, um eine moégliche Produktion von protektiven
Proteinen zu induzieren. Auch hier zeigte sich keine Inhibition der Adhasion des
E. coli DEF40 an die Caco2-Zellen (Tabelle 4-6, Tabelle 4-7).

4.8. Inhibition der Adhédsion von E. coli DEF40 durch UV-inaktivierten Lacto-

bacillus acidophilus La5

Um festzustellen, ob Zellwandbestandteile der Probiotika fir die verminderte Adhéasi-
onsfahigkeit des E. coli DEF40 verantwortlich sind, wurde Lactobacillus acidophilus
La5 mit UV-Licht inaktiviert und mit E. coli DEF40 koinkubiert. Wie in Abbildung 4-11
und Tabelle 4-7 zu sehen, kam es dadurch zu einer signifikanten Reduktion der Ad-
hasion im Vergleich zur Inkubation von E. coli mit Nahrmedium (11,30£3,07 im
Vergleich zu 38,29+5,18 DEF40 pro Blickfeld).

Tabelle 4-6: Vergleich unkonditionierte Uberstande von Lb. acidophilus (a1) und Lb. (para)casei

(c1), Medium: Kontrollwert, Inkubation ohne Probiotikum

Keime/ Blickfeld
N Median | Mittelw. [Std.Abw. p
a1l 18 69,40 67,16 16,11 0,2057
c1 18 69,50 69,97 17,15 0,4290
Medium 18 77,95 72,35 16,13 —-
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Tabelle 4-7: Vergleich UV-inaktivierter Lb. acidophilus (UV) und unkonditionierter (a1) und kondi-
tionierter Uberstand (a2) von Lb. acidophilus

Keime/ Blickfeld
N Median | Mittelw. |Std.Abw. o]
uv 9 11,90 11,30 3,07 0,0004
a1l 9 40,00 4291 13,27 0,2510
a2 9 52,00 46,04 11,95 0,2164
Medium 9 36,80 38,29 518 -
Zellbindungsassay mit Uberstinden
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Abbildung 4-10: Zellbindungsassay mit Uberstéanden

a1: unkonditionierter Uberstand von Lb. acidophilus

c1: unkonditionierter Uberstand von Lb. (para)casei



4. Ergebnisse

42

Zellbindungsassay mit Uberstinden/UV-inaktiviertem Lb. acidophilus
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Abbildung 4-11:

Zellbindungsassay mit Uberstanden und UV-inaktiviertem Lb. acidophilus
a1: unkonditionierter Uberstand von Lb. acidophilus

a2: konditionierter Uberstand von Lb. acidophilus

UV: UV-inaktivierter Lb. acidophilus
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5. Diskussion

Probiotische Bakterien sind heutzutage ein haufiger Bestandteil von Lebensmitteln,
da ihnen zahlreiche positive Effekte auf die Gesundheit zugeschrieben werden. Bis
heute ist allerdings noch nicht genau geklart, auf welche Weise Probiotika diese

Effekte vermitteln.

Die Adhé&sionsféhigkeit ist eine wichtige Voraussetzung fur die Kolonisierung des
Darms und die Abwehr von Pathogenen (Ouwehand 1998). Zwischen den verschie-
denen Laktobazillen- und Bifidobakterienarten variiert die Fahigkeit, an Caco2-Zellen
zu adhérieren, sehr stark (Chauviere, Coconnier et al. 1992; Coconnier, Klaenham-
mer et al. 1992; Bernet, Brassart et al. 1993; Greene and Klaenhammer 1994; Tuo-
mola and Salminen 1998; Todoriki, Mukai et al. 2001; Morita, He et al. 2002; Fernan-
dez, Boris et al. 2003). Die Ergebnisse der Zellbindungsassays zeigen auch in der
hier vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede. So adhériert Lactobacillus (pa-

ra)casei kaum, Lactobacillus acidophilus La5 dagegen sehr gut an Caco2-Zellen.

Ouwehand konnte 1999 zeigen, dass Bifidobacterium bifidum Bb12 gut an intestina-
len Mucus adhariert und dass probiotische Keime auch in Anwesenheit weiterer
probiotischer Keime nicht in ihrer Adh&sionsfahigkeit an intestinalen Mucus inhibiert
werden (Ouwehand, Isolauri et al. 1999; Ouwehand, Niemi et al. 1999). Auch Collado
zeigt deutliche Unterschiede in der Adhasionsfahigkeit der eingesetzten Bifidobakte-
rien an ein intestinales Mucus-Modell. Trotzdem waren alle Keime in der Lage, die
spater hinzugefiugten Pathogene zu verdrangen, so dass kein Ruckschluss von der
Adhasionsfahigkeit auf die Wirksamkeit der Probiotika gezogen werden konnte
(Collado, Gueimonde et al. 2005).

An der Adhésion an Zelloberflachen wirken sehr viele verschiedene Komponenten
mit. Dazu zahlen Proteine und Glykoproteine auf der Bakterienoberflache oder még-
licherweise eine Kombination aus Proteinen und Kohlenhydratbestandteilen
(Chauviere, Coconnier et al. 1992; Coconnier, Klaenhammer et al. 1992; Bernet,
Brassart et al. 1993; Reid, Servin et al. 1993; Greene and Klaenhammer 1994; Fer-
nandez, Boris et al. 2003). Lee postulierte 2000, dass die Adhasion der Bakterien an
die Wirtszellen auf einem Gleichgewicht beruht, das man durch eine Dissoziati-

onskonstante beschreiben kann. Lactobacillus casei Shirota, der gut an Caco2-
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Zellen adhariert, habe dementsprechend eine niedrige Dissoziationskonstante, Lac-
tobacillus rhamnosus GG, der wenig adhériert, eine hohe (Lee, Lim et al
2000).Sowohl Greene und Klaenhammer als auch Tuomola konnten in einer Unter-
suchung zeigen, dass der Adharenzgrad verschiedener Laktobazillen mit steigender
Bakterienkonzentration steigt (Greene and Klaenhammer 1994; Tuomola and Salmi-
nen 1998). In der hier vorliegenden Untersuchung konnte nicht weiter verfolgt wer-
den, ob sich mit steigender Bakterienkonzentration der Adhérenzgrad erhéhen wir-

de, da sich die Inokulationsdosis nicht tiber 1x108 CFU/mI steigern liel3.

Ouwehand konnte 2000 in vitro durch die Kombination von Lactobacillus GG bzw.
Lactobacillus bulgaricus mit Bifidobacterium lactis Bb12 die Adhé&sion von Bb12 an
immobilisierte lleostomieglykoproteine in einem Schleimhautmodell mehr als verdop-
peln. Da es nicht zu einer Aggregation zwischen den verschiedenen Probiotika kam,
l&sst sich vermuten, dass die verschiedenen Stamme synergistische Effekte auf die
Adhasionsfahigkeit haben (Ouwehand, Isolauri et al. 2000).

In der Literatur gibt es zur Adhasionsfahigkeit von EAEC an Caco2-Zellen bzw. ande-
re Darmzelllinien sehr unterschiedliche Angaben. In den hier durchgefiihrten Versu-
chen zeigte sich eine sehr gute Adhasionsféhigkeit des DEF40 an Caco2-Zellen
(Abbildung 4-2 rechts). Die Caco2-Zellinie ist urspringlich ein Isolat aus einem
menschlichen Kolonkarzinom. Sie differenziert spontan unter Standardkulturbedin-
gungen und exprimiert dann Charakteristika aus reifen Enterozyten (Pinto 1983).
Nataro konnte 1996 keine Adhéasion seines untersuchten EAEC-Stammes 042 an
Caco2-Zellen nachweisen, an T84-Zellen jedoch schon. Er fuhrte das darauf zurick,
dass EAEC 042 eine starkere Toxizitdt gegentber Kolonepithel als gegeniber
Dinndarmmukosa aufweist (Nataro, Hicks et al. 1996). In einer Studie von Knutton
adharierten alle von ihm untersuchten EAEC-Stdmme an kultivierte Kolonmukosa
und Caco2-Zellen (Abbildung 5-1), keiner dagegen an kultivierter Duodenalschleim-
haut, was er als Hinweis darauf wertete, dass es sich bei der Kolonmukosa auch um
den in vivo bevorzugten Kolonisierungsort handelt (Knutton, Shaw et al. 1992). Abe
konnte 2001 bestatigen, dass EAEC sowohl an Caco2-Zellen als auch an T84-Zellen
adhériert, was zeigte, dass die Adhasionsfahigkeit an kultivierte Zellen stammabhé&n-
gig zu sein scheint (Abe, Knutton et al. 2001). Ruiz-Perez konnte 2004 zeigen, dass
EAEC 042 sauretolerant ist und damit erklaren, dass EAEC 042 in der Lage ist, die
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Magenpassage in hoher Keimzahl zu uberleben (Ruiz-Perez, Sheikh et al. 2004).
AuBerdem fuhrte ein niedriger pH (&hnliche Bedingungen wie im Colon ascendens)
dazu, dass EAEC 042 die symbiotischen Wildtyp-E. coli aus dem Feld schlug und
sich stark vermehrte, woraus Ruiz-Perez schloss, dass das Colon ascendens auch

der in vivo bevorzugte Kolonisierungsort der EAEC ist.

Man unterscheidet zwischen unspezifischen und spezifischen Mechanismen fir die
Adhéasion, wobei die unspezifischen in der Natur wesentlich haufiger zu finden sind.
Unspezifische Adhéasion beinhaltet elektrostatische Krafte, Wasserstoffbriickenbin-
dungen (Hydrogen Bonds) und van-der-Waals-Krafte. Spezifische Adhasion wird
Uber Rezeptoren vermittelt: Fimbrien und Glycolipidrezeptoren. Rezeptoren fiihren
zur Wirts- bzw. Gewebespezifitdt, da Rezeptoren nur auf bestimmten Epithelien

exprimiert werden.

Um die spezifische Adhdsion an Caco2-Zellen tber bakterielle Typ-I-Fimbrien zu
verhindern, wurde der Zellbindungsassay unter Zusatz von einprozentiger D-
Mannoselésung durchgefihrt (Bernet, Brassart et al. 1993). Es konnte in den hier
vorliegenden Versuchen gezeigt werden, dass der Zusatz von Mannose keinen Ein-
fluss auf die Adhéasionsfahigkeit der eingesetzten Probiotika hat, wéhrend die Adha-
sionsfahigkeit des DEF40 leicht abnahm. Ofek konnte 1978 nachweisen, dass D-
Mannose bzw. Methyl-a-D-Mannopyranosid die Adh&sion von E. coli an Hefezellen
inhibieren oder sie von ihren Bindungsstellen wieder verdrédngen kann. Die verdréng-
ten E. coli hatten deutlich mehr Pili als die urspriinglichen E. coli und hatten eine
deutlich héhere Fahigkeit zur Aggregation der Hefezellen (Ofek and Beachey 1978).
Adlerberth konnte 1996 die Adhésionsfahigkeit einiger E. coli-Stdmme an HT-29-
Zellen sowohl durch a-D-Methylmannose als auch durch D-Mannose um bis zu 94%
hemmen. Sie konnte zudem die Adh&sion von Lactobacillus plantarum 299/ 299v an
HT-29 durch D-Mannose um 46 bzw. 35% hemmen, durch a-D-Methylmannose um
45 bis 73%. Verantwortlich fur die Mannose-spezifische Adhdsion machte sie ein
bakterielles Protein (Adlerberth, Ahrne et al. 1996).

Lee konnte in seiner Studie keine Abnahme der Adhéasionsféahigkeit an Caco2-Zellen
von Lactobacillus rhamnosus GG oder Lactobacillus casei Shirota durch Zusatz von
Kohlenhydraten zeigen. Pathogene Keime, unter anderem verschiedene E. coli,

wurden dagegen durch einige Kohlenhydrate in ihrer Adh&sion um bis zu 50% ver-
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mindert (Lee and Puong 2002). Da es zu keiner Verdnderung der Adhasionsféhigkeit
der Probiotika kam, sind Kohlenhydrat-Rezeptor-Interaktionen als Mechanismus fur
die Adhasion der in dieser Untersuchung verwandten Probiotika an Caco2-Zellen
unwahrscheinlich. Méglicherweise sind unspezifische Interaktionen aufgrund der
sehr hydrophoben Oberflache zumindest fur den Lactobacillus rhamnosus GG als
wichtige Ursache fur die Adhasionsfahigkeit zu sehen. Lee postuliert, dass Lactoba-
cillus rhamnosus GG durch sterische Hinderung zu einer Inhibition der Adh&sion von
E. coli an Caco2-Zellen fuhrt (Chauviere, Coconnier et al. 1992; Lee and Puong
2002).

Die Pathogenese des EAEC ist noch nicht endgiiltig geklart, aber es gibt ein dreistu-
figes Modell zur Pathogenese der Diarrhoe (Nataro 2005). In einem ersten Schritt
kommt es zur initialen Adharenz der EAEC durch 2-3 nm grof3e Bundel-formende
Fimbrien (aggregative Adhéarenzfimbrien, Abbildung 1-2: b) von denen mittlerweile
drei identifiziert wurden (Czeczulin, Balepur et al. 1997; Bernier, Gounon et al. 2002;
Torres, Zhou et al. 2005). Czeczulin konnte 1997 zeigen, dass AAF/Il-negative EAEC
in vitro nicht adhérieren kdnnen, wies aber gleichzeitig nach, dass AAF/I und AAF/II
nur von einer kleinen Zahl von EAEC-Stammen exprimiert werden. Das legt die Ver-
mutung nahe, dass es noch andere Adhasionsfaktoren gibt (Czeczulin, Balepur et al.
1997). Das konnte Sarantuya 2004 bestétigen, er konnte die Gene fir AAF/I, AAF/II
und AAF/IIl in nur 5,5%, 11,1% bzw. 13,8% der untersuchten EAEC-Stdmme nach-
weisen. Aus der Tatsache, dass die Adharenzfimbrien nur in der Patientengruppe,
nicht aber in der gesunden Kontrollgruppe nachweisbar waren, schloss er, dass die
Fimbrien mit groRer Wahrscheinlichkeit wichtig seien fir die EAEC-Pathogenese,
dass aber noch nicht alle Fimbrien nachgewiesen wurden (Sarantuya, Nishi et al.
2004), was von Boisen und Kaper bestéatigt wurde, der ein neues Aggregative-
Adhéarenz-Pilus bei EAEC nachweisen konnte, die keine bisher bekannten AAF
exprimieren (Kaper, Nataro et al. 2004; Boisen, Struve et al. 2008; Flores and Ok-
huysen 2009). Bisher konnte noch nicht genau nachgewiesen werden, woran sich
die EAEC bei ihrer Kolonisation initital binden. Farfan stellte 2008 die Hypothese auf,
dass enteroaggregative E. coli an extracelluléare Proteine wie Fibronektin, Laminin
und Typ-IV-Kollagen im Darm binden, da die Adhasionsfahigkeit des EAEC 042
deutlich besser war, wenn eine apikale Fibronektin-Produktion von T84-Zellen indu-

ziert wurde (Farfan, Inman et al. 2008).



5. Diskussion 47

Nach der initialen Adharenz kommt es im Folgenden zu einer vermehrten Mukus-
Sekretion, die zur Entstehung eines Biofilms mit Einschluss der E. coli fihrt, was die
Kolonisierung der Mukosa erleichtert und wahrscheinlich auch zur konsekutiven
Mangelerndhrung des Wirts fihrt. Im letzten Schritt zerstéren Zytotoxine die Darm-
zellen, es kommt zu destruktiven Lasionen mit Verkiirzung der Villi, zu hdmorrhagi-
schen Nekrosen der Villusspitzen und zu einer leichten Entziindungsreaktion der
Submukosa mit Odembildung (Nataro, Hicks et al. 1996; Weintraub 2007).

Abbildung 5-1:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, die die aggregative Adh&renz an den
apikalen Birstensaum von Caco2-Zellen zeigt. VergroRerung 5000fach (Knutton,
Shaw et al. 1992)

Typisch fur die Infektion mit EAEC ist der Nachweis von fékalem Laktoferrin als Indi-
kator fur die Aktivitat intestinaler neutrophiler Granulozyten bei den Probanden
(Steiner, Lima et al. 1998), die mit Virulenzgen-tragenden EAEC infiziert sind
(Huang, Mohanty et al. 2006).

Dies legt die Vermutung nahe, dass EAEC-Infektionen zu einer Entziindungsreaktion
der Mukosa fuhren. Steiner konnte zeigen, dass es nach drei Stunden Inkubation
sowohl von EAEC 042 als auch von zellfreiem Uberstand der EAEC mit Caco2-
Zellen zu einer vermehrten Interleukin-8-Freisetzung aus den Caco2-Zellen kam.
Verantwortlich machte er dafiir die Interaktion eines flagellaren Proteins mit dem
Epithel, da aflagellare Stamme diese Aktivitat nicht besitzen. Keines der Gene auf
dem AA-Plasmid oder die AA-Fimbrien scheinen fir die Interleukinfreisetzung not-
wendig zu sein, auch ein EAEC 042-Mutant, der kein AA-Plasmid besitzt, fihrte zu
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einer IL-8-Freisetzung (Steiner, Nataro et al. 2000). Huang konnte 2004 bestatigen,
dass Flagellin fur die Interleukin-Produktion wichtig ist. Diese Entziindungsreaktion
wird Uber Transmembranproteine, sogenannte Toll-like-receptors (TLR) vermittelt,
insbesondere TLR-5. TLRs spielen eine wichtige Rolle innerhalb der kérpereigenen
Immunitét durch das Erkennen von mikrobiellen Partikeln und folgender Aktivierung
von Immunzellen. Interleukin-8 ist verantwortlich fir die Rekrutierung von neutrophi-
len Granulozyten zur epithelialen Mukosa und erleichtert die Flissigkeitssekretion ins
Darmlumen (Huang, Okhuysen et al. 2004; Kaper, Nataro et al. 2004; Harrington,
Dudley et al. 2006; Huang, Mohanty et al. 2006). Méglicherweise kommt es durch die
IL-8-Freisetzung zu einer vermehrten Effektivitdt anderer EAEC-Toxine, bisher gibt

es dazu aber noch nicht ausreichend Studien (Steiner, Nataro et al. 2000).

Bei AggR handelt es sich um den am besten untersuchten Virulenzfaktor der entero-
aggregativen E. coli. Er kontrolliert die Expression der Adharenzfaktoren, eines
Dispersin-Proteins und eines Clusters von Genen, die auf dem EAEC-Chromosom
kodiert werden (Nataro 2005). In vielen Studien war der Nachweis von AggR-
positiven EAEC-Stdmmen in der Patientengruppe mit Diarrhoe signifikant héher als
in der Kontrollgruppe, Sarantuya ging deshalb davon aus, dass AggR als Marker fur
die Virulenz eines EAEC anzusehen ist (Sarantuya, Nishi et al. 2004). Huang konnte
2003 keinen Zusammenhang zeigen zwischen dem Nachweis von bestimmten Viru-

lenzfaktoren und dem Auftreten von Reisediarrhoen (Huang, Jiang et al. 2003).

Nataro konnte ein hitzestabiles Toxin (EAST1) in 40% der von ihm untersuchten
EAEC-Stamme nachweisen, da es aber sowohl bei Patienten mit Diarrhoen als auch
bei gesunden Probanden vorkam und auch von enterohdmorrhagischen E. coli
exprimiert wurde, ist seine Bedeutung derzeit unklar (Nataro and Kaper 1998; Kaper,
Nataro et al. 2004). Auch Sarantuya konnte das EAST1 nicht nur bei EAEC, sondern
auch bei anderen E. coli nachweisen, in dieser Studie war der Nachweis jedoch

signifikant mit dem Auftreten von Diarrhoen verbunden (Sarantuya, Nishi et al. 2004).

Auf dem Virulenzplasmid ist aulRerdem noch eine zytopathische Serin-Protease, Pet,
kodiert. Pet fuhrt zur Ballonierung von kultivierten Epithelzellen und zum Auflésen
des Aktinzytoskeletts in betroffenen Zellen, gefolgt von einer Zellelongation und Ab-
I6sung von der Zellschicht (Kaper, Nataro et al. 2004; Nataro 2005; Huang, Mohanty
et al. 2006).
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Dispersin ist ein niedermolekulares sezerniertes Protein, dass fur die Verteilung der
enteroaggregativen E. coli Uber die intestinale Mukosa verantwortlich gemacht wird,
was wichtig ist fur die effiziente Adhdrenz und Aggregation der Bakterien (Huang,
Mohanty et al. 2006). Es scheint dadurch zu agieren, dass es die negativ geladenen
Lipopolysaccharide auf der EAEC-Oberflache neutralisiert, so dass sich die positiv
geladenen AAF-Fimbrien vom Bakterium ausbreiten und auf diese Weise Interaktio-
nen mit den Wirtszellen herbeifiihren kénnen (Nataro 2005; Huang, Mohanty et al.
2006). Die Sekretion von Dispersin ist abhangig von der Anwesenheit eines ABC-
Transporter-Komplexes, der auch auf dem Virulenzplasmid pAA kodiert wird
(Harrington, Dudley et al. 2006).

Um die Frage zu beantworten, ob die hier verwendeten Probiotika in der Lage sind,
die Adhasion von E. coli an Caco2-Zellen zu verhindern, werden kompetitive Bin-
dungsassays durchgefiihrt, unter der Bedingung der Konkurrenz, Exklusion und

Verdrangung.

Bei der Konkurrenz von Probiotikum und DEF40 kam es in den hier vorliegenden
Versuchen durch Lactobacillus acidophilus (26,85£13,03) und Lactobacillus (pa-
ra)casei (34,53+14,32) zu einer signifikanten Adhasionsinhibition im Vergleich zur
Inkubation mit Medium (52,35+19,95). Bifidobacterium bifidum reduzierte die Adhasi-
on auf 35,02+12,19 DEF40 pro Blickfeld, Bifidobacterium lactis zeigte keinen Effekt.
Lactobacillus acidophilus und Lactobacillus (para)casei konnten in den hier vorlie-
genden Versuchen die Adhasion des E. coli unter der Bedingung der Exklusion signi-
fikant auf 59,37+27,45 bzw. 61,24+27,79 DEF40 pro Blickfeld im Vergleich zur Inku-
bation mit Medium (86,44+16,61) hemmen. Auch in den Zellbindungsassays unter
der Bedingung der Verdrangung war Lactobacillus acidophilus in der Lage, die Ad-
hasionsfahigkeit des DEF40 22,48+6,31 (Inkubation mit Medium) auf 18,42+14,18
DEF40 pro Blickfeld zu reduzieren.

Jin konnte in seiner Studie 1998 weder unter der Bedingung der Exklusion noch der
Verdrangung eine signifikante Reduktion in der Adhasion von E. coli an lleumepithel-
zellen durch Laktobazillen erreichen (Jin, Ho et al. 1998). In &hnlichen Versuchen
konnte Fernandez dagegen zeigen, dass Lactobacillus gasseri unter der Bedingung
der Exklusion in der Lage ist, die Adhasion von EPEC an Caco2-Zellen zu vermin-

dern (Fernandez, Boris et al. 2003). Todoriki konnte ebenfalls zeigen, dass bereits
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adharierende Lactobacillus reuteri und Lactobacillus crispatus in der Lage sind, die
Adhéasion von ETEC an Caco2-Zellen um etwa die Halfte zu vermindern (Todoriki,
Mukai et al. 2001), was die hier vorliegenden Ergebnisse bestétigt. Lee konnte das
gleiche fir Lactobacillus casei Shirota unter der Bedingung der Exklusion nachwei-
sen. Fur Lactobacillus rhamnosus GG zeigte sich kein Effekt, wéhrend beide in der
Lage waren, bereits adhérierende E. coli aus seiner Bindung an Caco2-Zellen zu

verdréngen (Lee, Lim et al. 2000).

In einer Studie im Jahr 2003 zeigte Lee, dass sowohl die Exklusion als auch die
Verdrangung keimabhangig sind. Sowohl Lactobacillus casei Shirota als auch Lacto-
bacillus rhamnosus GG konnten einige intestinale Pathogene an der Adhasion an
Caco2-Zellen hindern, andere wiederum nicht (Lee, Puong et al. 2003). Diesen Effekt
konnte man in der hier vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachten. Fur alle drei ver-
schiedenen Zellbindungsassays zeigte sich, dass Lactobacillus acidophilus am effek-
tivsten in der Kompetition um Bindungsstellen mit dem EAEC DEF40 ist. Lee sieht
ein Problem in der Tatsache, dass Nahrungsmittel (und damit aufgenommene Lakto-
bazillen) nur durchschnittlich zwei Stunden im Dinndarm verweilen, was es fur die
Laktobazillen sehr schwierig macht, in so kurzer Zeit pathogene Keime aus ihrer
Bindung an Epithelzellen zu verdréangen. Deshalb sei es wichtig, eine Tragersub-
stanz fur Probiotika zu finden, durch die ausreichend Zeit fur die Interaktion zwischen
Bakterien und Adh&sionsoberflache bleibt (Lee, Puong et al. 2003).

Resta-Lenert konnte 2003 durch Versuche unter der Bedingung der Exklusion die
Invasion von Caco2-Zellen durch enteroinvasive E. coli verhindern, wahrend Versu-
che in Koinkubation beider Keime kaum Auswirkung auf die Invasion zeigten. Die
Verdrangung war hier Gberhaupt keine Mdglichkeit zur Pravention von Kolonisierung
oder Invasion der Caco2-Zellen, was sich als Problem bei der Therapie von bereits
vorhandenen gastrointestinalen Infektionen durch EIECs darstellt, da die Gabe von
Probiotika so hdchstens in hohen Dosen erfolgversprechend sein kénnte (Resta-
Lenert and Barrett 2003).

Ein weiterer potentieller Wirkmechanismus fiir Probiotika ist die kompetitive Inhibition
um Bindungsstellen an der Wirtszelle, moéglicherweise durch sterische Hinderung
zwischen den verschiedenen Keimen. Von den hier getesteten Keimen zeigten Lac-

tobacillus acidophilus La5, Lactobacillus (para)casei und Bifidobacterium bifidum
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einen Effekt auf die Prévention der Adhéarenz von E. coli DEF40, wenn sie simultan
inkubiert wurden. Jin dagegen konnte unter der Bedingung der Kompetition keine
Reduktion in der Adhésion von E. coli nachweisen (Jin, Ho et al. 1998). Ruiz-Perez
konnte 2004 zeigen, dass die Expression des Virulenzfaktors AggR in Abh&ngigkeit
von der Zusammensetzung der Mikrobiota stark variierte. Er konnte nachweisen,
dass es bei gemeinsamer Inkubation von EAEC mit Enterococcus oder Clostridium
zu einer zwei- bis fluinffach vermehrten Expression des Virulenzgens AggR kam,
wahrend es bei gemeinsamer Inkubation mit Lactobacillus oder Veillonella zu einer
sechsfach geringeren Expression von AggR kam. Fir Bifidobakterien konnte er kei-
nen Effekt nachweisen (Ruiz-Perez, Sheikh et al. 2004). Er vermutet deshalb, dass
die Regulation der Expression von Virulenzgenen ein spezifischer Effekt sei, mit dem
die mikrobiotischen Bakterien einen Beitrag fir die intestinale Gesundheit leisten.
Der genaue Mechanismus, durch den die Expression reguliert wird, ist bisher noch
nicht geklart.

Die Bakterientberstédnde in der vorliegenden Arbeit werden durch Inkubation der
Bakterien und anschliellende Sterilfiltration der Bakteriensuspension gewonnen, so
dass am Ende des Herstellungsprozesses in der L6sung nur noch mégliche sezer-

nierte Proteine und Zellbestandteile, aber keine Bakterien, vorhanden sind.

Coconnier beobachtete fir den Uberstand von Lactobacillus acidophilus LB eine
Verminderung der Adhé&sion zahlreicher Pathogene an Caco2-Zellen, auf die Adha-
sionsfahigkeit der ebenfalls getesteten probiotischen Stdamme hatte der Uberstand
keinen Effekt (Coconnier, Lievin et al. 1997). Im Jahr 2000 konnte sie bestétigen,
dass Lactobacillus acidophilus LB eine antimikrobielle Substanz sezerniert, die eine
Aktivitdt gegen Salmonella enterica aufweist. Sie lieR sich im Uberstand nachweisen
und hemmte die durch Salmonellen verursachte F-Aktin-Veranderungen, verringerte
deren transzelluldre Passage und verhinderte das intrazelluldare Wachstum der Sal-
monellen, wenn sie mit infizierten Caco2- oder TC7-Zellen inkubiert wurde
(Coconnier, Lievin et al. 2000). Liévin-Le Moal zeigte 2002, dass der Uberstand des
Lactobacillus acidophilus LB in der Lage ist, diffus adharierende E. coli abzutéten. Es
konnten sowohl die Bakterien abgetétet werden, die schon an Caco2- oder TC7-
Zellen adhériert waren, als auch im direkten Kontakt zwischen Uberstand und E. coli
(Lievin-Le Moal, Amsellem et al. 2002).
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Auch Hudault konnte nachweisen, dass Lactobacillus casei GG eine antimikrobielle
Substanz in den Uberstand sezerniert. Diese ist in der Lage, die Invasion von Caco2-
Zellen durch Salmonella typhimurium C5, einem invasiven Pathogen, zu vermindern
(Hudault, Lievin et al. 1997). Resta-Lenert wies nach, dass Probiotika verschiedene
Bakteriozine produzieren, die gegen unterschiedliche Pathogene effektiv sind (Resta-
Lenert and Barrett 2003). Die Substanzen, die fur die antibakterielle Aktivitat verant-
wortlich gemacht werden, sind hitzestabil, haben ein niedriges Molekulargewicht und
sind unabhéangig von der Milchsaureproduktion. Bisher sind diese sezernierten Sub-
stanzen aber noch nicht ausreichend isoliert und chemisch charakterisiert

(Coconnier, Lievin et al. 1997; Lievin-Le Moal, Amsellem et al. 2002).

In den hier vorliegenden Versuchen konnte weder fiir den unkonditionierten Uber-
stand von Lactobacillus acidophilus und Lactobacillus (para)casei noch fur den kon-
ditionierten Uberstand vom Lactobacillus acidophilus eine Reduktion der Adh&sion
nachgewiesen werden. Fraglich bleibt hier, ob die Bakterien ausreichend konditio-
niert wurden und ob diese Bakterienstdmme Uberhaupt bakterizide Proteine sezer-
nieren. Eine weitere Ursache fur die fehlende Hemmung kénnte darin bestehen,
dass, wie bereits von Jack beschrieben, Bakteriozine keimspezifisch wirksam sind
(Jack, Tagg et al. 1995). Im vorliegenden Fall kénnte es bedeuten, dass die einge-
setzten Probiotika Proteine in den Uberstand sezernieren, diese aber nicht gegen
E. coli DEF40 aktiv sind.

Der mit UV-Licht inaktivierte Lactobacillus acidophilus reduzierte die Adh&sion der
E. coli DEF40 an die Caco2-Zellen von 38,29+5,18 (Inkubation mit Medium) auf
11,30+£3,07 DEF40 pro Blickfeld. In den Versuchen zur kompetitiven Inhibition konnte
ebenfalls eine starke Reduktion der Adhéasionsfahigkeit des E. coli DEF40 durch
Lactobacillus acidophilus von 52,35+19,95 auf 26,85+13,02 DEF40 pro Blickfeld
nachgewiesen werden. Durch die Zellbindungsassays mit Uberstidnden vom Lacto-
bacillus acidophilus konnte gezeigt werden, dass Lactobacillus acidophilus keine
gegen E. coli DEF40 aktive Substanz sezerniert. Da aber sowohl die aktiven Bakteri-
en als auch die mit Hilfe von UV-Licht inaktivierten Bakterien eine deutliche Adhasi-
onshemmung zeigen, lasst sich vermuten, dass ein Zellwandbestandteil des Lacto-

bacillus acidophilus zumindest teilweise flr die Inhibition verantwortlich ist.
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Warum der UV-inaktivierte Lactobacillus acidophilus im Vergleich zum lebenden
Lactobacillus acidophilus die Adhéasion des EAEC stérker inhibiert, ist nicht ab-
schlielend zu erkldren. Grinde hierfir kénnten méglicherweise bei der Abtdtung

freigesetzte oder demaskierte Zellwandbestandteile sein.

Auch wenn die Ergebnisse aus in vitro-Studien nicht direkt auf die in vivo-Situation
Ubertragen werden kénnen, gibt es Hinweise darauf, dass die Adhasion der Probioti-
ka in Zusammenhang mit einer temporaren Kolonisierung des Darmes steht. Crocia-
ni hat 1995 gezeigt, dass die Adhé&sionsfahigkeit und Kolonisierung des Darms von
bestimmten Bifidobakterien in vivo und in vitro an Caco2-Zellen &hnlich ist (Crociani,
Grill et al. 1995). Ein Problem ergibt sich aus der Tatsache, dass Probiotika eine
hohe Spezifitat fur bestimmte Pathogene haben und deshalb weniger zur allgemei-
nen Prophylaxe, als vielmehr zur spezifischen Prévention oder Therapie von Erkran-
kungen, die durch bestimmte Pathogene hervorgerufen sind, geeignet sein kénnten
(Collado, Gueimonde et al. 2005).

Zusammenfassend kann man sagen, dass probiotische Keime, oral zugefiihrt, positi-
ve Effekte auf unterschiedlichste Erkrankungen haben. Die Mechanismen, die dafir
verantwortlich sind, sind bisher weitgehend unbekannt. Es konnten einige Bakteriozi-
ne identifiziert werden, die im Darm mit enteropathogenen Bakterien interagieren und
so die Adhéasion an Darmepithel inhibieren. Auf welche Weise diese dann mit ande-
ren Bakterien oder dem Epithel agieren, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchun-

gen.

Nicht ausreichend geklart werden konnte bisher, welche Probiotika die gréfite Effek-
tivitat aufweisen oder ob die Verwendung krankheitsspezifisch erfolgen sollte. Frag-
lich bleibt auch, ob die Verwendung eines einzelnen probiotischen Stammes sinnvoll
ist oder ob eine Kombination aus unterschiedlichen Laktobazillen und Bifidobakterien

verwendet werden sollte.

Enteroaggregative E. coli sind ein wichtiges Pathogen bei intestinalen Infektionen.
Die hier untersuchten probiotischen Keime interagierten in unterschiedlichem Malde
mit dem enteroaggregativen E. coli DEF40. Insbesondere Lactobacillus acidophilus

war in der Lage, bei gleichzeitiger oder vorzeitiger Applikation die Adh&sion von
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DEF40 zu vermindern. Aus diesem Grund kénnte eine orale Zufuhr von Probiotika

eine praventive Wirkung hinsichtlich einer EAEC-Infektion haben.

Liptay und Burdach sprachen sich 2008 gegen eine prophylaktische Anwendung von
Probiotika zur Pravention von infektiosen Gastroenteritiden bei Kindern aus, da die
Wirksamkeit der Probiotika in den bisher durchgefiihrten Studien nur von fraglicher
klinischer Relevanz sei (Liptay 2008). Zu klaren bleibt allerdings, ob diese Empfeh-
lung auch auf Erwachsene tbertragbar ist. Die hier erzielten Ergebnisse sprechen fur
eine therapeutische oder auch praventive Einnahme von Lactobacillus acidophilus
bei einer wahrscheinlichen oder nachgewiesenen EAEC-Infektion. Da in dieser Stu-
die nur enteroaggregative E. coli untersucht wurden, muss die Wirksamkeit bei ande-

ren enterovirulenten E. coli noch Uberprift werden.
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6. Zusammenfassung

Enteroaggregative E.coli sind eine wichtige Ursache von Diarrhoen. Probiotischen
Bakterien werden zahlreiche positive Effekte auf die menschliche Gesundheit zuge-
schrieben. Es wurde untersucht, inwieweit die Bakterien in der Lage sind, an Darme-
pithel zu adhérieren und ob der Kontakt der Bakterien untereinander eine Verande-

rung der Adhasionsfahigkeit bewirkt.

Es wurden mit dem EAEC-Stamm DEF40 und unterschiedlichen probiotischen Kei-
men Zellbindungsassays an Caco2-Zellen durchgefuhrt. Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei und Bifidobacterium bifidum fuhrten zu einer Adhasionsinhibition
des DEF40 unter der Bedingung der Konkurrenz (gleichzeitige Inkubation). Unter der
Bedingung der Exklusion (Vorinkubation mit Probiotikum) zeigten Lactobacillus aci-
dophilus und Lactobacillus casei eine Adhdsionsminderung des DEF40. Unter der
Bedingung der Verdrangung (Vorinkubation DEF40) kam es durch Lactobacillus
acidophilus und Bifidobacterium bifidum zu einer Reduktion der Adhasion. Bifidobac-

terium lactis fuhrte zu keiner Adhasionsinhibition.

Die untersuchten Probiotika, vor allem sowohl lebender als auch mit Hilfe von UV-
Licht abgetoteter Lactobacillus acidophilus, waren in der Lage, die Adh&sion des
pathogenen DEF40 an Caco2-Zellen zu inhibieren und kénnten so zur Prophylaxe
von EAEC-Infektionen eingesetzt werden. Da die bakterienfreien Ubersténde der
untersuchten Keime keine Wirkung auf die Adhé&sionsfahigkeit zeigten, l&sst sich
vermuten, dass hier keine Proteine sezerniert wurden, die gegen DEF40 wirksam

waren.
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