Aus dem Institut fir Molekulare Infektionsbiologie
der Universitat Wirzburg
Vorstand: Prof. Dr. rer. nat. Dr. h. c. mult. Jérg Hacker

Molekularbiologische Untersuchungen
von Escherichia-coli-Stuhl- und Urin-Isolaten
von Patientinnen mit chronisch-rezidivierenden Harnwegsinfektionen

hinsichtlich ihrer Persistenz und Genomstruktur

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwtirde der
Medizinischen Fakultat
der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat zu Wirzburg
vorgelegt von
Alexander Hoffmann-Wolz
aus Bad Brickenau

Wirzburg, Juli 2007






Referent: Prof. Dr. rer. nat. Dr. h. c. mult. J6érg Hacker

Koreferent: Prof. Dr. rer. nat. Joachim Reidl

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 25.04.2008

Der Promovend ist Arzt.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
IR ] 41T T 3T 1
I.A Harnwegsinfektionen (HWI).......cccoiiiiiimnsssssssssss 1
8 I I 1Y o1 o o ISR 1
P2 = o] To (=10 01 o] (oo 1= PRSP 1
3. Atiologie (Infektionsweg, Risikofaktoren, Erregerspekirum)..............c.ccee...... 1
4. Klinische Einteilung und FOrMEeN .........ccuviiiiiiiiiieee e 3
4.1. Asymptomatische Bakteriurie (ABU) .........coovicmiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen 4
4.2 Symptomatische Harnwegsinfektionen............cccccooeeiiiiieiinen. 4
5. DIAGNOSE ...ttt 5
B. TREIAPIE ... 6
7 PrOGNOSE ...ttt 6
[ = o 1= Lo 1 7 oo | 7
1. EINTEIIUNG e 7
2. Uropathogene E. coli (UPEQC) ........uoiiiiiiei e 7
2.1. Pathogenitatsfaktoren von UPEC ..., 8
2.2. Wirtsfaktoren fir UPEC ..........oo e 14
2.3. Pravention von UPEC-Infektionen.........cccoooiiiiieiiie, 17
I.C Ziele dieser Arbeit ..........ccceriiiimiminiir s ———— 18
| IR 1 F= T 2= = 1= o T 19
L =T - - 19
I.B Verbrauchsmaterialien...........ccoommmiiiininiiiemnss s 20
1.C Chemikalien und Reagenzien ..........cccceiiiiiimmmmmnniinnnssssssesss s sssssssssssss s s enssnns 20
1.D Medien und Agarplatten..........coocccmmiiiiiiiniiismnr s 21
ILLE Puffer Und LOSUNQEN.........cooiiiiiemimnnrrrisssssssssss s s ssssssss s s sssssssss s s s s ssnnsnns 23
|0 ol = 7= 10 (=T =T g =3 = 1y ] T, 25
11.G OligonuKIeotide .......ccmmmiiiiiiiiiieeme s s 26
IlLH GroBenmMArKer ......cccoeemmmeiriinsisisnmsns s e s e sss s s s ammmn e e e e nnnnn 28
L1 IR 1= 4 Lo T [T o 30
LI o T o 7= (= o 30
lIl.B Phénotypische Untersuchungen........ccccccimiiinmmninnimssmnssssss s ssssssss s snsnnes 31

1. Nachweis von o-HEMOIYSIN .....ooiiiiiiiii e 31



Inhaltsverzeichnis

2. Nachweis von P-FImbrien ... 31

3. Nachweis vOn S-Fimbrien ..o 32

4. Nachweis von Typ-1-FIMbBrien ........cooiuiiiiiii e 32

lIl.C Genotypische Untersuchungen .........cccccccimiiiimmninnimssmnnssss s s ssanes 32
1. Polymerasekettenreaktion (PCR) ......cccueiiiiiiiiiie e 32

2. Agarosegelelekirophorese. ... 37

3. Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) .......ccoooiiiiiiiiii e 38

IV. ErgebniSSe....... s 41
IV.A EiNfUNFUNQ ... s 41
IV.B Auswertung der einzelnen Patientinnen ... 44
EinfUhrung zu ,Phé&notypische und genotypische Ergebnisse”........................ 44
Einflhrung zu ,Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse” ..........cccccciiiiiiiiiieci 45
EinfUhrung zu ,Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor........... 47

1. Patientin 1 (CB) ... 48

1.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ..........cccccconiiiinnnen. 49

1.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiciie, 51

1.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor.................. 55

2. Patientin 2 (HF) ..o 56

2.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ...........coccuviiveeenenn. 57

2.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse ..o 59

2.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor .................. 63

BT o 11 1T ) {1 TR T (7 ) RSO 64

3.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ..........cccccccviiinnnneen. 65

3.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse .........ccceevviiiiiiiiiiieeeeeee e 67

3.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor.................. 71

4. Patientin 5 (EM) ....ooeiiieiieieeeeeeeeee ettt nnennennnnnne 72

4.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ..........cccccccviiinnnnnnn. 73

4.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse .........cccoevviieeiiiiiieieeeieee e 75

4.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor.................. 78

5. Patientin 8 (US) ..ceeeeiiiiiiiiieee ettt 79

5.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ...........coccuuiieeeenenn. 80

5.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse ..o, 82

5.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor .................. 86

6. Patientin 11 (SH) ..o 87



Inhaltsverzeichnis

6.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ...........coccuviieeeenenn. 88

6.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse ... 89

6.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor .................. 92

7. Patientin 22 (IH).....ooo oo 93
7.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ...........coccuuiieeeenenn. 94

7.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse ... 95

7.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor .................. 98

8. Patientin 29 (SU) ..eeeii i 99
8.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse ............ccccvvveeeeenn. 100

8.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse .........ccccoouiiiiiiiiiiiie 102

8.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor ................ 104

IV.C Auswertung patiententibergreifender Daten..........cccoecmmmriiiniiiissmmmmennnnnnnnnns 105
1. Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren der Isolate .................... 105
2. Haufigkeiten genotypischer Faktoren der Klone ..........ccccoooeiiiiiiiiciiinnins 106
3. Genkombinationen innerhalb aller Klone nach ihrer Herkunft .................... 107
4. Klone wéahrend Klinisch aktiver Phasen...........ccoccciiiiiiiici e 111

5. Pathogenitatsfaktoren und Genkombinationen innerhalb der Klone bei

Patientinnen mit und ohne Acimethin®-Therapie..........c.ceveveveveeeeeeeernnn 112
V. DiSKUSSION....cciiiirirrrrissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssas 117
V.A Haufigkeiten der Virulenzfaktoren .........ccccecemmniiemsminnessnmnssssssss s ssssnsens 118
V.B Genkombinationen ..........cccciiiimmmiinismninness s s s 122
V.C Persistenzen von E. coli StAMMEN .......ccevviiiiiimmmmnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnn 126
V.D DNA-UMIQQErUNQGEN ......uummeeiriirississsnmmnnnsssrssssssssssssss s s ssssssssssssssssssssssssssnnssnssssns 130
V.E Klinische AKEiVItat .......cccccemmmmmmmmmmmmssmssssssssssssssssss s ssssssssssssssnn 131
V.F EinfluB der Acimethin®-Therapie..........ccccoevirrvmmmrrrimnnnsiseee e 133
VI. ZusammenfasSSUNQ ...ccccuuirrrmmmmmmmmmmmsssssssssssssssss s 135
VII. LiteraturverzeiChnis.......ccuiirirnrnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsas 137

Y IRV 1 3 o T 147



Inhaltsverzeichnis

Lebenslauf

Ehrenwortliche Erklarung

Danksagung



|. Einleitung

l. Einleitung

I.A Harnwegsinfektionen (HWI)

1. Definition

Unter einer Harnwegsinfektion (HWI) versteht man die Prasenz und Vermehrung von
infektidsen Erregern im Harntrakt mit Folge einer Entziindungsreaktion. Der Harntrakt
gliedert sich in einen unteren und oberen Teil. Der untere Teil umfaBt Blase und
Harnréhre (Urethra), der obere Teil Nieren mit Nierenbecken (Pyelon) und Harnleiter
(Ureter) (Classen et al., 1998). Die Abbildung I.1 zeigt den menschlichen Harntrakt.

2. Epidemiologie

Harnwegsinfektionen gehdren zu den haufigsten Infektionskrankheiten des Menschen
Uberhaupt, sowohl in Arzipraxen wie auch als nosokomiale (im Krankenhaus
erworbene) Begleiterkrankungen (Classen et al., 1998). Jede zweite Frau erkrankt
mindestens einmal in ihrem Leben an einer Zystitis (Harnblasenentziindung), was der
haufigste Grund fir Arbeitsunfahigkeit bei Frauen ist. Bei Frauen nimmt die Pravalenz
generell mit dem Lebensalter zu, bei Mannern werden HWI zu allermeist in héherem
Lebensalter diagnostiziert (Obstruktion durch ProstatavergréBerung und Restharn-
bildung) (Herold et al., 2001). Ab dem 65. Lebensjahr ist eine symptomlose Bakteriurie
haufig (bei Frauen bis zu 20 %, bei Mannern bis zu 10 %), wobei die Mortalitat erst bei
zusatzlich bestehenden Begleiterkrankungen erhéht ist (Johnson, 1991b; Agace et al.,
1996; Warren, 1996).

Bei Kindern kommt es oft aufgrund angeborener Anomalien zu Erkrankungen. Bei bis
zu 50 % aller Kinder (bis zum 5. Lebensjahr) mit einer Bakteriurie, kann ein sog.
vesikoureteraler Reflux (VUR) festgestellt werden. Bei dieser Anomalie ist die
EinmUndung des Harnleiters in die Harnblase zu weit geraten, so daBB es zum Ruckflu
von Harn in Richtung Niere(n) kommt.

3. Atiologie (Infektionsweg, Risikofaktoren, Erregerspektrum)

Der Infektionsweq ist in 98 % der Falle aszendierend und nur in 2 % ha&matogen
(Herold et al., 2001). Alken und Walz (1998) geben 80 - 90 % als Haufigkeit fir
aszendierende Urogenitalinfektionen an. Hauptsachlich der Darm mit seiner residenten
(lange ortsansassigen) und transienten (kurzzeitig ansassigen) Flora fungiert als
Erregerreservoir. Auch die Flora der Vagina und der periurethralen Region spielt eine
Rolle (Agace et al., 1996). Rezidivierende Infektionen (Rulckfall oder Relapse) kénnen
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durch denselben Keim erfolgen oder durch einen neuen Erreger, was als Reinfektion
bezeichnet wird. Bei unkomplizierten HWI handelt es sich in 80 % der Félle um eine
Reinfektion (Alken und Walz, 1998).

Die Risikofaktoren fir rezidivierende und/oder komplizierte, sich potentiell
chronifizierende Harnwegsinfektionen sind vielféltig. HarnabfluBstérungen stehen an
erster Stelle. Seien es nun anatomische Anomalien wie der o0.g. kindliche
vesikoureteraler Reflux (VUR), Obstruktionen der Harnwege wie bei der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) des alteren Mannes, Harn- bzw. Nierensteinleiden
(Urolithiasis), Blasenfunktionsstérungen infolge Muskelschwache oder nach
Nervenverletzungen oder eine Schwangerschaft (s. a. Abb. I.1). In zweiter Linie sind
Medikamente (v.a. bestimmte Analgetika), Stoffwechselkrankheiten wie z.B. Diabetes
mellitus, ein geschwéachtes Immunsystem und iatrogene (arztlich entstandene)
Manipulationen wie Katheterisierung, diagnostische und operative Eingriffe ein Risiko
fir HWI (Herold et al., 2001; Alken und Walz, 1998).

Die Tabelle I.1 zeigt das Spektrum bakterieller Erreger und ihre prozentuale Haufigkeit

unterteilt nach akuten unkomplizierten und komplizierten HWI1 (Herold et al., 2001).

Tabelle I.1: Bakterielles Erregerspektrum von HWI

Akute unkomplizierte HWI Haufigkeiten | Komplizierte HWI Haufigkeiten
[%] [%]
E. coli 70-85 E. coli -50
Proteus mirabilis ® 10 - 15 Proteus mirabilis ® 10
Staphylokokken® 5 Klebsiellen u.a. Enterobakterien 15
Pseudomonas aeruginosa 5
Enterokokken 10
Staphylokokken 10

#sehr haufige Ursache fiir sog. Infektsteine (durch Ureasebildung des Keimes beglinstigt)
b Kayser et al. (1998) geben eine Haufigkeit von 10 - 20 % an

Auch Pilze (v.a. Candida-Subspezies) werden zunehmend héaufiger gefunden, jedoch
fast ausschlieBlich bei hospitalisierten Patienten mit Urindauerkatheter. Das Erreger-
spektrum bei im Krankenhaus erworbenen Infektionen unterscheidet sich etwas von
dem der ambulant erworbenen Infektionen. Nach E. coli (40 - 50 %) sind die haufigsten
Erreger nosokomialer HWI die Enterokokken (15 %). Klebsiellen und Proteus-Arten
spielen ebenfalls eine Rolle. Staphylococcus epidermidis ist bei katheterisierten
Menschen haufig. Er besiedelt Fremdkdrper, auf denen er sich durch einen Biofilm
schitzt. Das Risiko einer HWI nimmt generell mit der Dauer der Hospitalisation zu
(Sobel, 1991; Measley und Levison, 1991; Kayser et al., 1998; Herold et al., 2001).
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Harntrakt und haufige Infektionen Physiologische Engstellen

Miere (Ren, Nephros) T

Kelchhalse

Mierenbeckenabgang

Nephritiden und
Pyelonephritiden

Uberkreuzungsstelle
mit der

Arteria und Wena
iliaca communis

Harnlegiter (Ureter)

Harnleiterabschnittin der
Blasenmwand

Harnblase (Vesica urinaria) \—/ {intramuraler Ureterverlauf)
Zystitis \ Ureteraffiung {Ostium ureteris)

Blasenhals {Musculus sphincter internus)

Urethritis

Harnréhre (Urethra)

Eeckenboden (Musculus sphincter extemus)

Harnrahrendffnung (Meatus urethras)

Abbildung I.1: Der Harntrakt, seine Engstellen und seine haufigen Infektionen.

Die Abbildung zeigt den Harntrakt mit seinen Anteilen sowie natirliche, préformierte Engen in
seinem Verlauf. Physiologische Engstellen sind h&ufig Lokalisationsort von abgegangenen
Nierensteinen bzw. Uretersteinen. AbfluBbehinderungen sind sehr haufig Grund fir eine
Harnwegsinfektion. Umgekehrt kénnen zu weite Harnwege wie z.B. beim kindlichen
vesikoureteralen Reflux (VUR) oder in der Schwangerschaft ebenfalls zur HWI flhren.
Infektionen des unteren Harntraktes (Blase mit Harnréhre - Zystitis mit Urethritis) sind haufig
unkompliziert, Infektionen des oberen Harntraktes (Nieren/-becken und Harnleiter -
Nephritiden/Pyelonephritiden) pradispositionieren dagegen zu komplizierten Infektionen. Uber
90 % aller HWI entstehen durch Aszension von Keimen in den Harnwegen.

4. Klinische Einteilung und Formen
Klinisch kann man u.a. in unkompliziert und kompliziert unterscheiden. Bei komplizier-
ten HWI liegen immer pradispositionierende Risikofaktoren vor.
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4.1. Asymptomatische Bakteriurie (ABU)

Hierbei kbnnen Bakterien im Urin nachgewiesen werden, ohne daB Symptome einer
Krankheit vorliegen. Die ABU ist meistens ein Nebenbefund und nur bei Risikogruppen
wie bei Schwangeren, bei Sduglingen bzw. Kleinkindern oder bei Vorliegen anderer
Risikofaktoren behandlungsbediirftig (Johnson, 1991b, Warren, 1996).

4.2. Symptomatische Harnwegsinfektionen

Zystitis

Die Infektion der Harnblase ist bei einmaligem Auftreten i.d.R. (in 50 % der Félle) eine
unkomplizierte bakterielle Infektion. Sie tritt aber auch beim Vorliegen von
Risikofaktoren oder bei einer Reinfektion mit aggressiven Keimen aus dem Reservoir
Darm als komplizierte Infektion auf. Die Symptome sind oft erschwertes (Dysurie) und
haufiges (Pollakisurie) Wasserlassen zusammen mit suprapubischen Schmerzen (in
ca. 10 %) bei nicht schmerzhaftem Nierenlager. Von subklinischer Pyelonephritis
spricht man, wenn eine asymptomatische Infektion des oberen Harntraktes als
Infektion des unteren Harntraktes symptomatisch wird (Johnson, 1991b; Herold et al.,
2001).

Urethritis

Diese Infektion der Harnrdhre (distal des inneren HarnréhrenschlieBmuskels) wird von
einigen Autoren nicht mehr zu den Harnwegsinfektionen gezahlt. Diese haufige
Infektion mit groBer Dunkelziffer wird v.a. durch Chlamydien, Ureaplasmen,
Mycoplasmen, Trichomonaden, manchmal auch durch Herpesviren und vereinzelt
durch Candida verursacht. Weitere bakterielle Erreger (E. col)) sind bezlglich des
Erregerspekirums nachrangig. Symptome kénnen HarnréhrenausfluB, Jucken,
Brennen oder Schmerzen beim Urinieren sein (Herold et al., 2001).

Akute Pyelonephritis (AP)

Diese Art der Infektion ist oft eine Monoinfektion mit E. coli und flhrt zu einer akuten

interstitiellen Nephritis mit Fieber (evtl. mit Schittelfrost), zu Dysurie und anderen
Zeichen wie sie bei einer Zystitis vorkommen. Die Patienten prasentieren v.a. ein
(klopf-)schmerzhaftes Nierenlager, mindestens jedoch Ricken- oder Flanken-
schmerzen sowie allgemeine Krankheitszeichen (Herold et al., 2001).

Chronische Pyelonephritis (CPN)

Eine CPN (Synonym: chronische interstitielle Nephritis) entwickelt sich immer auf dem

Boden pradispositionierender Faktoren und eine Infektion erfolgt daher auch oft
sekundér. Chronische Pyelonephritiden sind meistens Reinfektionen (Johnson, 1991b).
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Haufig trifft es Kinder im S&uglings- bzw. Kleinkindesalter mit angeborenen Anomalien.
Die Patienten haben oft einen langeren Leidensweg hinter sich bevor durch ihre
Krankengeschichte (Anamnese) die Chronizitat der Entzlindung diagnostiziert wird. Die
Symptome sind i.d.R. unspezifisch: Kopfschmerzen, Brechreiz, Abgeschlagenheit,
Gewichtsabnahme oder dumpfe Rickenschmerzen kénnen Hinweise sein (Herold et
al., 2001). Fortgeschrittene CPN zeigen im Ultraschall- oder CT-Bild Vernarbungen im
Gegensatz zu Glomerulonephritiden (GN) (Johnson, 1991b).

Komplikationen der Pyelonephritis

Die vom Kiliniker geflrchteten Komplikationen sind neben anfanglichen Partial-
funktionsstérungen und einer spateren terminalen Niereninsuffizienz (selten), v.a. das
Entstehen einer eitrigen Nephritis mit mdglicher Progredienz zu einer Urosepsis
(Lebensgefahr!). Sepsen entstehen nach operativen Eingriffen und nach Kathe-
terisierungen im Bereich des Harntraktes haufiger (Johnson, 1991b). Auch
paranephritische Abszesse gelten als gefahrliche Komplikationen. Eine schwer-
wiegende Folge ist die Entstehung einer sog. pyelonephritischen Schrumpfniere
(Schrumpfung durch Vernarbung), die bis zum vélligen Funktionsverlust der Niere
(Insuffizienz) flhren kann. Pyelonephritiden bzw. interstitielle Nephritiden gehéren
neben den chronischen Glomerulonephritiden und neben Diabetes mellitus zu den
haufigsten Ursachen einer chronischen Niereninsuffizienz (cNI), die bei allen
dialysepflichtigen Patienten zugrunde liegt (Alken und Walz, 1998). In 30 - 50 % d.F.
von chronischer Pyelonephritis stellt sich eine sekundare, behandlungsbeddrftige
Hypertonie (Bluthochdruck) ein (Classen et al., 1998).

5. Diagnose

Nach Hinweisen aus der Anamnese und der korperlichen Untersuchung nimmt man
sog. Mittelstrahlurin ab. Man bedient sich heute i.d.R. Eintauchnahrbéden (z.B.
Uricult®), die fir die Anzucht von bei HWI besonders haufig vorkommenden Bakterien
und Pilzen ausgelegt sind. Fir E. coli gelten Keimzahlen ab 10° CFU (colony forming
units) pro ml als Beweis fir eine echte Bakteriurie (Kass-Zahl), was trotzdem nur ein
Richtwert sein soll (Herold et al., 2001). Manche Patienten zeigen namlich schon bei
niedrigeren Keimzahlen Symptome und auBerdem sind fur bestimmte Patienten-
gruppen andere Keimzahlen aussagekraftiger, z.B. fur antibiotisch vorbehandelte
Patienten oder fUr katheterisierte Patienten (Johnson, 1991b). Folgende Tabelle stellt
die Grenzwerte der Keimzahlen zusammengefaBt dar (nach Johnson, 1991b).
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Tabelle I.2: Kriterien fir den Beweis signifikanter Bakteriurie

Patientengruppe CFU / ml Urin

> 107 f(ir coliforme Bakterien

Frauen mit Symptomen > 10° flr nicht coliforme Bakterien

Mé&nner mit Symptomen >10°

Patienten (Pat.) ohne Symptome > 10° in mind. zwei einander folgenden Urinproben
Pat. bei suprapubischer Blasenpunktion |>0 Urin ist normalerweise steril

Pat. mit Kathetern >10°

Eine erhéhte Zahl von Leukozyten im Urin(sediment) qilt als Hinweis auf eine
Pyelonephritis (Classen et al.,, 1998). Des weiteren kann das Urinsediment durch
Lichtmikroskopie direkt auf Keime untersucht werden. AuBerdem werden unspezifische
Blutlaborparameter zur Diagnose herangezogen, die sog. Entziindungsparameter:
Leukozytenzahl, Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP).

6. Therapie

Unkomplizierte Harnwegsinfektionen sprechen gut auf die Gabe von Breitbandanti-
biotika an. Manche Autoren favorisieren fir eine akute Zystitis eine hochdosierte
Einmalgabe, wahrend andere eine mehrtdgige lowdose-Therapie beflrworten. Flr die
Antibiotikatherapie einer akuten Pyelonephritis gilt ein Mindestbehandlungszeitraum
von 2 - 3 Wochen (obligat nach Antibiogramm). Die wichtigste AllgemeinmaBnahme ist
immer die Aufrechterhaltung eines hohen Urinflusses durch hohe Flissigkeitszufuhr.
Die Ansauerung des Urins ist auch protektiv (Zangwill et al., 1962). Preiselbeersaft hat
therapieférdernde Wirkung, was weniger an der Ansauerung des Urins als vielmehr an
im Saft enthaltenen sekundaren Pflanzenstoffen, den Tanninen, liegt, die die
Anheftung der E. coli Bakterien behindern (Zafriri et al., 1989 und Howell, 2002).

Beim ersten Rezidiv einer HWI, beim MiBerfolg der medikamentdésen Therapie bei
einer unkomplizierten HWI sowie beim Vorliegen einer komplizierten HWI mufB3 immer
nach Antibiogramm therapiert werden. Die Fahndung nach préadispositionierenden
Faktoren sollte unverziglich eingeleitet werden. Nach einer Therapie sollte immer
bakteriologisch und mikroskopisch nachkontrolliert werden (Classen et al., 1998).

7. Prognose

Die Prognosen aller unkomplizierten HWI, selbst wenn sie rezidivieren, sind gunstig.
Die Prognose einer chronischen Pyelonephritis ist dagegen sehr unginstig. Die
meisten Patienten kdénnen nicht mehr geheilt werden und leiden v.a. in héherem

Lebensalter an z.T. schweren Folgen der Erkrankung (Herold et al., 2001).
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|.B Escherichia coli

1. Einteilung

E. coli wird aufgrund von fortlaufend nummerierten O-, K- und H-Antigenen in Serovare
(Serovarietaten = Typen) eingeteilt. Dabei sind O-Antigene die nach auBBen gerichteten
Polysaccharidketten des Lipopolysaccharidkomplexes (LPS) der &uBeren Zellmem-
bran. Lipid A ist ein membranstandiger Bestandteil dieses Komplexes und kann bei
Freisetzung als stark immunogenes Toxin (Schockgefahr!) wirken. K-Antigene sind die
Kapsel-Antigene des Bakteriums und H-Antigene entsprechen dem Flagellen-Antigen
(Kayser et al., 1998; Muhldorfer und Hacker, 1994).

E. coli ist der haufigste Erreger bakterieller Infektionen beim Menschen. Man kann
nach extraintestinalen und intestinalen Infektionen unterscheiden. Harnwegsinfektionen
sind die haufigste Manifestation einer Krankheit durch E. coli auBerhalb des Darmes.
Sie werden von sog. uropathogenen E. coli (UPEC) verursacht.

Weitere medizinisch relevante Krankheiten, bei denen extraintestinale E. coli eine
bedeutende Rolle spielen, sind Cholezystitis (Gallenblasenentziindung), Appendizitis
(Wurmfortsatzentziindung), Peritonitis (Bauchfellentziindung), postoperative Wund-
infektionen (Herold et al., 2001), Meningitis und Sepsis. Meningitis auslésende E. coli
werden auch als MENEC und Sepsis auslésende E. coli als SEPEC bezeichnet.
Folgende Pathovare von E. coli spielen bei intestinalen Infektionen eine wichtige Rolle:
Enteropathogene E. coli (EPEC) verursachen durch Anheftung an Darmepithelzellen
und Zerstérung der Mikrovilli die in Entwicklungslandern noch sehr verbreitete Saug-
lingsdiarrhoe, die dort zum GroBteil fir die Sauglingssterblichkeit verantwortlich ist.
Enterotoxische E. coli (ETEC) verursachen massive, choleradhnliche Durchfélle und
werden bei Uber 50 % der Reisediarrhoen gefunden. Sie bilden zwei flr den Durchfall
ursachliche Toxine, namlich LT (hitzelabiles Enterotoxin) und ST (hitzestabiles Entero-
toxin). Enteroinvasive E. coli (EIEC) infizieren den Dickdarm durch Penetration der
Schleimhaut. Es kommt zu einem ruhrahnlichen Krankheitsbild. Enterohamorrhagische
E. coli (EHEC) verursachen eine blutige Kolonentzlindung. lhr wichtigster Virulenz-
faktor ist das Shigatoxin. EHEC kdénnen u.a. das sog. h&molytisch-urdmische Syndrom
(HUS) hervorrufen (Kayser et al., 1998).

2. Uropathogene E. coli (UPEC)

Die Erreger, die unter der Bezeichnung UPEC zusammengefaB3t werden, bringen eine
Reihe von spezifischen Pathogenitatsfaktoren (PF) bzw. Virulenzfaktoren (VF) mit sich,
die in apathogenen E. coli Stammen nicht gefunden werden. Diese Pathogenitats-
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faktoren erlauben es dem Erreger, extraintestinale Epithelien zu kolonisieren und in der
neuen Umgebung zu persistieren.

UPEC kénnen in verschiedene, epidemiologisch definierte Gruppen eingeteilt werden,
bei denen bestimmte O:K:H-Antigene und/oder Pathogenitatsfaktoren gehauft nachge-
wiesen werden (Agace et al., 1996). Es wurde gezeigt, daB bei Patientinnen mit
unkomplizierten Pyelonephritiden UPEC-Isolate zu 80 % den gleichen Pool von O-
Antigenen aufweisen (O1, 02, 04, 06, O7, 08, 016, 018, 025, O50 und O75) und
daB bestimmte K-Antigene sehr haufig sind (K1, K2, K5, K12 und K13) (Donnenberg
und Welch, 1996; Sobel, 1991). Beispielsweise leiden Patientinnen, bei denen E. coli
mit den O-Antigenen O2, O4, O6 oder O75 in der Vaginalflora zu finden sind, haufiger
an Harnwegsinfektionen (Mahldorfer et al., 1999).

2.1. Pathogenitétsfaktoren von UPEC

Adhésine

Als Adhésine bezeichnet man Haftmolekuile, die mit sog. Pili bzw. Fimbrien assoziiert
sein konnen, und die an spezifische Rezeptoren der Wirtszelle binden. Fimbrien
werden nach ihrer Bindungsspezifitat eingeteilt (Karlsson, 1989; Hacker 1992). Sie sind
5 bis 10 nm dick, starr oder biegsam und kénnen eine Lange von bis zu 2 um erreichen
(Donnenberg und Welch, 1996).

Die Fimbrien-vermittelte Adh&renz spielt fur die Virulenz von E. coli Bakterien im Uro-
genitaltrakt eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit sind v.a. P-Fimbrien (pap-Gencluster),
S-Fimbrien (sfa-Gencluster) und Typ-1-Fimbrien (fim-Gencluster) von Bedeutung. Die
Organisation der fur diese Fimbrien codierenden Gencluster ist sehr &hnlich. Die
Operons enthalten zwischen 9 und 11 Genen (Abb. I.2). Jeweils oberhalb des
Strukturgens liegen zwei regulatorische Gene, die die Expression der Fimbrien
steuern. Im Falle der P-Fimbrien regulieren Papl und PapB zusammen mit globalen
Regulatorproteinen (Catabolite gene activator proteine (CAP), leucine responsive
regulatory proteine (Lrp), DNA adenine methylase (Dam)) die Expression der Pili Gber
den Methylierungsgrad in der Promotorregion (Blomfield, 2001). Der Grad der
Methylierung korreliert mit der Expression bzw. der Repression der Fimbrien. Im
Gegensatz dazu wird die Fimbrienexpression bei den Typ-1-Fimbrien (ber die
Orientierung eines 314-bp groBen, invertierbaren DNA-Elementes gesteuert, das den
Promotor fir das fimA-Gen enthalt. Typ-1-Fimbrien werden nur exprimiert, wenn dieses
sog. Switch-Element in ,ON“-Position steht. An diesem ProzeB sind der ,integration
host factor” (IHF), Lrp und das ,histon-like protein“ (H-NS) beteiligt (Xia et al., 2000).
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Die Fahigkeit, die Fimbrienexpression an- und abzuschalten, nennt man Phasen-
variation. Sie scheint in vielerlei Hinsicht von Umweltbedingungen abhéngig zu sein
(Jones et al., 1996). An die zwei Regulatorgene schliet sich die sog. Hauptunter-
einheit (major subunit) an, die fir das Strukturprotein (papA, sfaA und fimA) codiert,
woraus der Schaft des Pilus hauptsachlich aufgebaut ist. Darauf folgen Gene, die fir
den zytoplasmatischen und transmembrandren Transport sowie flr die Zusammen-
setzung bzw. Verankerung der Strukturgene (Biogenese) verantwortlich sind. Am Ende
des Operons befinden sich die Gene fir die Nebenuntereinheiten (minor subunits), die
u.a. fir das eigentliche Adhésin (papG, sfaS und fimH) codieren (Jones et al., 1996).

Haupt-
unter-
R.egulatic?n Ieinheit“ Biogenesegene o Nebenuntereinheiten )
I 10 11 U 1
Genklust
prmoren @20 [HEFHERBH v H ¢ H o H o HKHEHFH ©
Adhésin
Genklust
shmoien @ [CHBFIAIH o H e H ¢ HGeHsH
Adhésin
Tomtrmorion @m BHEHEAEH + H ¢ H o HFHGH
Adhésin

Abbildung I.2: Schemata der Gencluster der drei wichtigsten Fimbrienarten.

Die Hauptuntereinheit (major subunit), jeweils das Gen A, das den Fimbrienschaft bildet, ist
dunkelgrau unterlegt. Die Nebenuntereinheiten (minor subunits) sind hellgrau markiert und das
Gen, das das eigentliche Adhasin bildet, ist beschriftet. Es gibt vier funktionelle Bereiche inner-
halb eines Fimbriengenclusters: einen Bereich fir die Regulation der Fimbrienexpression,
einen, der die Hauptuntereinheit enthalt, einen Abschnitt fir die an der Biogenese beteiligten
Gene und den Bereich der Nebenuntereinheiten mit u.a. dem Gen fir die Haftstruktur.

» P-Fimbrien (pap-Operon)

Sie spielen bei HWI eine sehr groBe Rolle. Pap-positive UPEC-Isolate werden mit
absteigender Haufigkeit bei Pyelonephritiden, Zystitiden und bei asymptomatischer
Bakteriurie gefunden (Plos et al., 1990; Johanson et al., 1992; 1993). Der Name P-
Fimbrien kommt urspriinglich daher, daB das P-Blutgruppenantigen als Bindungsstelle
fir das Adhasin gefunden wurde. P-Fimbrien kdnnen auch per Hamagglutinationstests
phanotypisch nachgewiesen werden (Evans et al., 1980).

Neben dem pap-Operon gibt es noch zwei andere P-Fimbrien-Operons, die mit dem
ersten jedoch sehr eng verwandt sind: Das prf-Operon (P-related fimbrial) und das prs-
Operon (pap-related sequence) codieren ebenfalls fir P-Fimbrien. Beide Operons
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unterscheiden sich nur leicht in der Bindungsspezifitat ihrer Adhdsine zu der des pap-
Operons. Innerhalb der drei Klassen besteht Homologie zu 70 % (Van Die et al., 1987).
Das prf-Operon befindet sich oft nahe den Genen fir Hamolysinbildung auf sog.
Pathogenitatsinseln (s.u.) (Blum et al., 1994).

Die Adhasine binden an o-D-Gal-(1-4)-B-D-Gal-Rezeptoren von Wirtszellen, die v.a.
auf Erythrozyten und auf Epithelien von Harnblase und Nieren vorkommen (Jones et
al., 1996). Die P-Fimbrien binden auBerdem Uber zwei pap-Untereinheiten (PapE und
PapF) an Fibronektin, ein Protein der Extrazellularmatrix (Westerlund und Korhonen,
1993; Jones et al., 1996).

» S-Fimbrien (sfa-Operon)

Die Gene der S- und F1C-Fimbrien sind zu 80 % homolog (Ott et al., 1988). Sie sind
genetisch, funktionell und immunologisch verwandt (Hacker und Morschhauser, 1994).
Das Adhésin bindet an sialinsdurehaltige «-Sialyl-2,3-B-Galactose-Rezeptoren, wie sie
in der Niere haufig sind. Es haftet auch an Bindegewebe und auBerdem an das Tamm-
Horsfall-Protein (THP), ein Glycoprotein, das im Urinsediment die Hauptmasse an
Proteinen ausmacht (Jones et al., 1996). Da das THP auch als Rezeptor fir S-
Fimbrien dient, werden S-Fimbrien-tragende E. coli Stdmme bei einer hohen
Konzentration von THP im Urin effizient eliminiert (Agace et al., 1996). S-Fimbrien
exprimierende Stdmme finden sich jedoch haufig bei Fallen von Neugeborenen-
meningitis (Hacker et al., 1993). Weiterhin kann das Adhédsin auch an Laminin, ein
Protein der Extrazelluldarmatrix (Virkola et al., 1993), und an den Gewebe-
Plasminogenaktivator tPA (tissue plasminogen activator) binden (Parkkinen et al.,
1991). S-Fimbrien kdénnen mittels Hamagglutinationstest nachgewiesen werden, fir
F1C-Fimbrien ist bisher kein phanotypischer Nachweis bekannt. Es gibt eine den S-
/F1C-Fimbrien verwandte Fimbrienart, die Sfr-Fimbrien (S-/F1C-fimbriae related). Sie
zeigen serologische Kreuzreaktivitét, exprimieren aber keine S-spezifischen Bindungs-
eigenschaften (Mihldorfer et al., 1999).

» Typ-1-Fimbrien (fim-Operon)

Diese Fimbrienart wird am haufigsten exprimiert, und zwar sowohl von pathogenen wie
auch von apathogenen E. coli. Das Adhésin ist interkalierend in den Fimbrienschaft
und die Spitze eingebaut. Es bindet an Tri-Mannose-haltige Strukturen (Ms; o1-3, o1—
6-D-mannotriose), aber auch an Mono-Mannose-haltige Strukturen (M;) (Sokurenko et
al., 1998). Solche Rezeptoren finden sich auf einigen Epithelien, v.a. im Magen-Darm-
Trakt, in der Niere (nur im Glomerulum, Sammelrohr und distalen Tubulus), im unteren

Harntrakt, auf neutrophilen Leukozyten und auf Makrophagen (Jones et al., 1996).
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AuBerdem binden sie an Laminin, ein Protein der Extrazellularmatrix, an das in Kérper-
flissigkeiten vorkommende Immunglobulin IgA und an das bereits 0.9. Tamm-Horsfall-
Protein (Jones et al., 1996; Johnson, 1991a; Friman et al., 1996). Typ-1-Fimbrien
werden v.a. bei Zystitiden gefunden, wahrend sie bei Pyelonephritiden eine unter-
geordnete Rolle spielen (Svanborg et al., 1994).

Toxine

Es handelt sich v.a. um die beiden Toxine o-Hamolysin und Zytotoxisch-
nekrotisierender Faktor 1 (CNF1), die bei UPEC-Isolaten vergleichsweise haufiger sind
als in Keimen der normalen Darmflora.

a-Hamolysin wird durch das Gencluster hly codiert, das zu 95 % chromosomal
gefunden wird und nur zu 5 % auf Plasmiden. Es kommt in 35 bis 60 % der E. coli
Isolate vor, die an extraintestinalen Infektionen beteiligt sind (Ludwig und Goebel,
1997). Das o-Hamolysin gehdrt zur sog. RTX-Familie (repeats in toxin), die auch bei
anderen gram-negativen Bakterien vertreten ist (Welch et al., 1992). Die toxische
Wirkung von o-Hamolysin beruht auf der kalziumabhé&ngigen Bildung eines sog. Trans-
membrankomplexes, der sich in die Zellmembran als Pore mit einem Durchmesser von
1 - 2 nm integriert, die Membran so ,l6chert” und die Zelle lysiert. Das hly-Gencluster
beinhaltet vier Gene (hlyCABD). Das Genprodukt von hlyA codiert die lytische
Komponente der Transmembranpore (Donnenberg und Welch, 1996). HIyC ist fir die
Aktivierung von HlyA notwendig. Die Proteine HlyB und D sind fir den Transport von
HlyA nach auBen verantwortlich. HlyB hat Ahnlichkeit mit dem ATP-bindenden Ende
von Proteinkinasen und mit anderen bakteriellen Transportproteinen. Das Membran-
protein TolC aus der Gruppe der sog. outer membrane proteins (Omp) ist fir den HIyA-
Transport notwendig (Mihldorfer et al., 1999). Das a-Hamolysin wirkt nicht allein auf
Erythrozyten, wie der Name vermuten lassen mag, vielmehr sind bisher eine Reihe von
Zelltypen ermittelt worden, auf die o-Hamolysin wirkt. Dazu gehdéren v.a. Leukozyten
und Epithelzellen (Welch, 1991; Warren et al., 1995).

Der Zytotoxisch-nekrotisierende Faktor 1 (CNF1) und der verwandte Zytotoxisch-
nekrotisierende Faktor 2 (CNF2) wirken auf Epithelien nekrotisch. CNF2 wird nur in
Wiederkduern gefunden und verursacht starke Dermonekrosen im Gegensatz zur
moderaten Wirkung von CNF1. Die dermonekrotische Wirkung beruht auf der Um-
wandlung von Mikrofilamenten der Zelle in sog. StreBfasern, woraufhin mehrkernige
Riesenzellen gebildet werden (Fiorentini et al., 1995; Flatau et al., 1997). CNF1
stimuliert das Phagozytosesystem (Falzano et al., 1993) auf Epithelien in Kultur, was

maoglicherweise ein Mechanismus ist, um in die Zelle aufgenommen zu werden. UPEC,
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die cnfl tragen, kommen haufiger bei systemischen Infektionen vor. Man kann also
vermuten, daB die Wirkung von CNF1 systemische Infektionen beglnstigt (Mihldorfer
et al., 1999; De Rycke et al., 1996).

Kapseln

Die Kapsel (K-Antigen der O:K:H-Klassifikation) gehért ebenfalls zu den Pathogenitats-
faktoren (PF) von UPEC-Isolaten. Wie bei den O-Antigenen kénnen auch bei den K-
Antigenen bestimmte Typen haufiger in Abhangigkeit von einer bestimmten
Harnwegsinfektion nachgewiesen werden: K1, K2, K5, K6, K12, K13, K29 und K51
(Johnson, 1991a). Kapseln vermitteln die sog. Serumresistenz, die dazu fihrt, daB das

Bakterium nicht mehr durch den Membran-Angriffs-Komplex (MAC) des Komplement-
systems lysiert werden kann. Die Opsonisierung des Bakteriums durch Komplement-
faktoren wird verhindert und damit auch die chemotaktische Wirkung auf das
Immunsystem (Leukozyten). AuBerdem wird durch molekulares (Antigen-) Mimikry ein
gewisser Schutz gegen das Wirtsimmunsystem erreicht. Als molekulares Mimikry

bezeichnet man das Prasentieren von nachempfundenen oder eingebauten Antigen-
strukturen des Wirts, die somit von der Abwehr desselben nicht als fremd erkannt
werden. Beispielsweise zeigt die K1-Kapsel von E. coli Neuraminsaure-Antigene wie
sie in dhnlicher Weise auch wahrend der Embryonalentwicklung des Gehirns (als N-
CAM) vorkommen (Kayser et al., 1998; Jann und Jann, 1992). K1-Kapseln bestehen
aus Polymeren von linear «-2,8 verknlpften Sialinsaureresten (NeuNAc), deren
Anordnung zu einer stark negativ geladenen Oberflache fihrt. Das kps-Gencluster hat
drei funktionelle Regionen (1-3), wobei die mittlere Region (2) fir Enzyme zur
Biosynthese und Polymerisation der Kapsel codiert und die Gene der angrenzenden
Regionen fir den periplasmatischen Transport und die Ausschleusung der Polymer-
fragmente verantwortlich sind. Die Gene der Region 2 bilden das neu-Gencluster. Das
K1-Antigen wird haufiger bei E. coli Stdammen gefunden, die eine Neugeborenen-
meningitis verursachen und es wird auch haufiger bei UPEC isoliert, die bei Kindern
Pyelonephritiden hervorrufen (Muhldorfer et al., 1999).

K5-Kapseln wurden relativ haufig bei Sepsen in Zusammenhang mit Harnwegs-
infektionen gefunden (Herias et al., 1997). lhre Struktur &hnelt der des Heparin (Jann
und Jann, 1992). Im Tierversuch fuhrten K5-Kapseln zu einer erhéhten Kolonisie-
rungsrate, was vermuten lieB, daB die Funktion von Kapseln urspringlich die
Sicherung der Persistenz im Kolon war und ihre Virulenz evtl. nur ein Nebeneffekt ist
(Herias et al., 1997; Johnson, 1991a).

Eisenaufnahmesysteme (Siderophore)

12
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In UPEC gibt es im Wesentlichen zwei Eisenaufnahmesysteme, die zu ihrer Virulenz
beitragen: der Hydroxamattyp Aerobaktin, der hauptsachlich bei extraintestinalen
E. coli Isolaten (UPEC, SEPEC) vorkommt, und der Catecholtyp Enterochelin
(Synonym: Enterobaktin), der bei allen Isolaten gleichermaBen vorkommt (Neilands,
1995; Sobel, 1991).

Eisenaufnahme ist flir Mikroorganismen essentiell (Neilands, 1992). Eisen wird
bendtigt fir den Sauerstoff- und Elektronentransport, fiir die DNA-Synthese und flir das
Wachstum (Neilands, 1995). Insbesondere in Umgebungen, in denen Eisen rar ist, sind
Siderophore ein Vorteil fir den Erreger. In Korperflissigkeiten, wie z.B. Serum oder
Urin, kommen freie Eisenionen nur in einer sehr geringen Konzentration vor. Bakterien
jedoch bendtigen fir gutes Wachstum eine deutlich héhere Konzentration (Kayser et
al., 1998).

Wie schon aus der o0.g. Verteilung der beiden Siderophorensysteme abzuleiten ist, ist
Aerobaktin in diesem Zusammenhang bedeutender. Die Genprodukte sind in der Lage,
dem Wirt aus dessen Eisenchelatoren (z.B. aus Transferrin) Fe**-lonen zu entziehen,
durch Membranproteine Gber die eigene Zellmembran hinweg zu schleusen und in den
eigenen Speicher einzubauen (Muhldorfer et al., 1999). Das Aerobaktincluster besteht
aus fanf Genen, die sowohl chromosomal- als auch plasmidcodiert vorkommen
kénnen. In einem Plasmid wird das Aerobaktin-Operon oft von sog. I1S1-Elementen
(Insertionssequenz), die i.d.R. Transposons innerhalo der DNA flankieren,
eingeschlossen. Haufig wurde Aerobaktin in sog. ColV-Plasmiden gefunden (Neilands,
1992). Vier der funf Gene codieren flr Biosynthese-Enzyme, iucA-D (iron uptake
chelate), und ein Gen jut (iron uptake) tragt die Information fir das Rezeptorprotein (De
Lorenzo et al., 1986; Crosa, 1989; Neilands, 1995).

Pathogenitatsinseln (PAls)

Pathogenitatsinseln (pathogenicity islands) sind groBe, instabile DNA-Abschnitte, die
haufig mit tRNA-Genen und/oder IS-Elementen (s.0.) assoziiert sind. Diese Assoziation
ist ein Hinweis darauf, daB es sich bei PAls um im Genom inserierte DNA von anderen
Bakterien, Plasmiden oder Bakteriophagen handelt, da tRNA-Gene und
Insertionssequenzen haufig als Integrationsstellen fur Fremd-DNA fungieren (Hacker
und Kaper, 2002; Blum et al., 1994; Inouye et al., 1991; Sun et al., 1991). Der vom
Ubrigen Genom unterschiedliche GC-Gehalt von PAls ist ebenfalls ein Indiz dafiir, daB
Virulenzgene evil. aus anderen Mikroorganismen Gbernommen worden sind (Hacker
und Kaper, 1999; Hacker et al., 1997 und 1999). Die PAls der E. coli Stdmme 536
(O6:K15:H31) und J96 (O4:K6:H') sind detailliert beschrieben (Dobrindt et al., 2002;
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Blum et al., 1994; Swenson et al., 1996). Bemerkenswerterweise liegen in UPEC die
virulenzcodierenden Gene fast nur chromosomal vor (Mihldorfer und Hacker, 1994).
Die PAI-Abschnitte codieren mindestens ein Gen, das zur Virulenz beitragt. In PAls
von UPEC wurden haufig Kopplungen verschiedener Virulenzgene gefunden, z.B. 1&Bt
sich das hly-Gencluster zusammen mit dem prf-Operon fir P-Fimbrien auf PAI lls3e
finden (Blum et al., 1994). PAIl-ahnliche Strukturen wurden auch in anderen Mikro-
organismen gefunden, z.B. in Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae und in
Salmonellen (Schmidt und Hensel, 2004; Donnenberg und Welch, 1996).

In Yersinia pestis und enterocolitica wurde schon friiher eine sog. high-pathogenicity-
island (HPI) gefunden, die u.a. Gene (ferric yersinia uptake (fyuA) und verschiedene
iron repressible proteins (irp)) fir die Regulation, Biosynthese und den Transport des
Eisenaufnahmesystems Yersiniabaktin (Ybt) enthalt. Diese sog. Kernregion der HPI
weist eine GrdoBe von etwa 30 kb aus und wurde auch in E. coli Isolaten gefunden
(Heesemann et al., 1993; Carniel et al., 1996; Schubert et al., 1998 und 1999).

2.2. Wirtsfaktoren fir UPEC

Es gibt epidemiologisch definierte Patientengruppen, die haufiger an Harnwegs-
infektionen erkranken als andere. Alle Patientengruppen haben meistens einen oder
mehrere Risikofaktoren in ihrer Anamnese (Warren, 1996). Welche Einfliisse neben
Risikofaktoren noch in Bezug zu einer UPEC-Infektion stehen bzw. stehen kdnnten,
wird in diesem Kapitel beschrieben.

> Rezeptoren der Wirtszelle

Die Expression/Aktivierung sowie die Dichte von empfanglichen Rezeptoren auf den
Wirtszellen spielen eine Rolle fir die Adh&sion der Fimbrien. So wurde z.B. eine
Korrelation zwischen Tragern des P;-Blutgruppenantigens und pap-positiven Isolaten
aus deren Fakalflora festgestellt. Trager dieser Blutgruppe haben ein 11-fach héheres
Risiko an durch pap-positive Stdmme ausgeldsten rezidivierenden, akuten Pyelo-
nephritiden zu erkranken. Das P;-Blutgruppenantigen bietet P-Fimbrien den bendtigten
Rezeptor (Plos et al., 1995; Agace et al., 1996).

Der sekretorische Status eines Menschen entscheidet ebenfalls Uber seine

Infektionsempfénglichkeit. Die Eigenschaft Sekretor oder Nicht-Sekretor zu sein wird
vererbt (Haufigkeit in Europa ca. 3:1 fir Sekretoren). Es handelt sich hier um einen
Glycosyltransferasen-Defekt, und zwar von den Transferasen, die fir die Anheftung
der ABH-Blutgruppen-Determinanten verantwortlich sind (Agace et al., 1996). Die
ABH-Blutgruppenantigene werden nicht nur auf Erythrozyten, sondern auch auf
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Leukozyten und Thrombozyten sowie Gewebe- und Epithelzellen prasentiert. Sie
werden auch in Serum und in andere Kdrperflissigkeiten sezerniert. Bei A{-Sekretoren
wurde festgestellt, daB sie im Gegensatz zu anderen Individuen einen Rezeptor flr
prsGygs-positive Stdmme auf ihrem Uroepithel tragen und im Versuch wurde eine
deutliche Haufung der Erkrankungen durch diese Stdmme festgestellt (Agace et al.,
1996). Nicht-Sekretoren haben ein héheres Risiko fir eine Infektion mit UPEC, die P-
und Typ-1-Fimbrien exprimieren (Stapleton et al., 1995; Warren, 1996).

» Urin

Ein ausreichender UrinfluB ist, wie schon an anderer Stelle ausgefiihrt, von Bedeutung.
Die Urinzusammensetzung bezlglich inhibitorisch wirksamer Substanzen spielt eben-
falls eine gewichtige Rolle. Wie o.g. binden Typ-1- und S-Fimbrien u.a. an Tamm-
Horsfall-Protein, Hauptproteinmasse des Urins, und sie werden teilweise auf diese
Weise eliminiert. Das Protein zeigt auf seiner Oberflache die zur Anheftung der Pili
benbtigten Mannose- und Sialinsaurereste.

Urin-pH-Wert und sezernierte lonen bzw. Salze kénnen ebenfalls EinfluB auf das

Wachstum von Bakterien nehmen, nicht zuletzt Uber eine Urinsteinbildung. Eine
Infektion mit Urease-produzierenden Erregern, z.B. Proteus mirabilis oder Ureaplasma
urealytikum, begunstigt per se eine (Infekt-) Steinbildung (Measley und Levison, 1991).
Der optimale pH fur das Keimwachstum im Urin liegt zwischen 6 und 7, auBerhalb
dieses Intervalls wachsen Kulturen schlechter. Zangwill und Kass hatten schon 1962
Erfolg in der Bekdmpfung von HWI als sie den Urin-pH durch Gabe von L-Methionin
(Acimethin®) absenkten (Zangwill et al., 1962). Es konnte weiterhin gezeigt werden,
daB sehr hohe oder sehr niedrige Osmolalitdt das Keimwachstum verschlechtert.
E. coli Bakterien verfigen mdglicherweise Uber protektive Mechanismen, die es
erlauben, in hypertonem Urin zu tberleben (Agace et al., 1996).

» Immunabwehr

Die lokale und systemische Immunabwehr hat ebenfalls EinfluB auf das
Krankheitsgeschehen und sie ist abhéngig von der Lokalisation der Infektion. W&hrend
es bei akuten Pyelonephritiden zu einer generalisierten Immunantwort kommt,
scheinen Infekte des unteren Harntrakies eine eher lokale Antwort zu stimulieren. So
ist nachgewiesen, daB Uroepithelien lokal wirksame (IL-8) und systemisch wirksame
(IL-6) Zytokine sezernieren kénnen, daB sie mit anderen mukosalen und systemischen
Zellen der Abwehr kommunizieren und daB sie die Einwanderung neutrophiler
Granulozyten in das Gewebe des Urogenitaltraktes (mit-)steuern (Agace et al., 1996).
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» Mukdse Schichten

Die Zusammensetzung des Schleimes, der Darm- und Harntraktepithelien bedeckt, ist
ebenfalls fur Infektionsanfélligkeit mitbestimmend. Mukdse Schichten haben immer
auch eine Abwehrfunktion, die sie v.a. mit Hilfe von sezerniertem Immunglobulin IgA
und bestimmten Abbauenzymen erflllen. Typ-1-Fimbrien kénnen an IgA binden und es
wurde festgestellt, daB diese Fimbrien bei IgA-defizienten Individuen in geringerer Zahl
in der intestinalen Flora vorkommen, woraus gefolgert wurde, daB Typ-1-Fimbrien-
bindung an IgA fur die Darmkolonisation wichtig sein kdnnte (Friman et al., 1996).
AuBerdem scheint es weitere Komponenten der Schleimschicht zu geben, die
bakterizide Eigenschaften aufweisen (Agace et al., 1991).

» Schwangerschaft

Die hormonelle Umstellung wahrend der Schwangerschaft ist bei dieser
Patientengruppe ein wichtiger Faktor. Sie fUhrt zu einer verénderten Standortflora und
beeinfluBt die Rezeptorexpression und den pH-Wert im Urogenitalbereich (Mahldorfer
et al., 1999). AuBerdem verlangsamt sich die Ureterperistaltik (Alken und Walz, 1998).
Der Urintransport erfolgt in der fortgeschrittenen Schwangerschaft nicht mehr in sog.
Spindeln (Portionen einer peristaltischen Welle), sondern durch den erhdhten
Nierenbeckendruck druckpassiv, so daB3 der Harnleiter durchgehend offen ist. In der
zweiten Schwangerschaftshalfte kommt es aufgrund der Ureterkompression durch die
Fruchtblase in ca. 45 % aller Falle zu einem Harnaufstau (bevorzugt rechtsseitig).
Zwischen 8 und 12 % der Schwangeren bekommen Symptome einer HWI (meist
Flanken- oder Rickenschmerzen). Bei solchen Patientinnen kommt es vermehrt zu
vorzeitigen Wehen und in der Folge auch zu einer erhéhten Friihgeburtenrate. Die
Urinproduktion Schwangerer liefert durch vermehrte Herztétigkeit eine bis zu 30 %
gesteigerte glomeruléare Filtrationsrate (GFR), was bedeutet, daB inhibierende
Substanzen verdinnt im Urin vorliegen. Auf der anderen Seite sind neben den
harnpflichtigen Substanzen auch die Konzentrationen von Glucose, Proteinen und
Aminosduren im Urin erhoht, die teilweise von Bakterien verstoffwechselt werden und
so infektbegunstigend wirken (Alken und Walz, 1998). Die Immunreaktion schwangerer
Frauen, die eine akute Pyelonephritis entwickelt haben, ist schwécher als bei nicht
schwangeren Frauen: Das Uroepithel produziert weniger Zytokine (IL-6) (Agace et al.,
1996).

» Diabetes mellitus

Bei zuckerkranken Patienten wurde gegenlber gesunden Menschen eine 2- bis 4-fach
héhere Rate an Bakteriurien gefunden, die jedoch klinisch meist asymptomatisch
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waren. Glucosurie beginstigt Pilzinfektionen des Harntraktes. Im Tierversuch erhdht
Glucosurie das Risiko aufsteigender HWI, genauso wie Hyperglycdmie hamatogene
E. coli Infektionen begtinstigt (Measley und Levison, 1991).

» Vernarbungen der Niere

Es gibt Hinweise darauf, daB Narben des Nierenparenchyms und der Virulenzgrad
infizierender UPEC-Stamme in Beziehung zueinander stehen (Lomberg et al., 1989;
Agace et al.,, 1996). Ein Reflux (VUR) stellt wegen der mdglichen Folge einer
chronischen Infektion das grdBte Risiko fir Narbenbildungen in der Niere dar (Warren,
1996; Herold et al., 2001).

» Der altere Mensch

Im Senium sind Harnwegsinfektionen bei Frauen und Mannern ahnlich verteilt (Herold
et al., 2001). Beide Geschlechter neigen durch Muskelinsuffizienz zur Restharnbildung
in der Blase und auBerdem konnten Sobel und Kaye (1985) zeigen, daB Uromodulin
(Synonym: Tamm-Horsfall-Protein, THP) im Urin alterer Menschen erniedrigt ist, was
als Folge eine verminderte Ausschwemmung von Typ-1- und S-Fimbrien tragenden
UPEC vermuten laBt. Bei Mannern kommt es im Alter oft zu obstruierenden (benignen)
Prostatahyperplasien (BPH) sowie zu einem erniedrigten FluB von Prostatasekret, das
an sich bakterizide Eigenschaften hat (Measley und Levison, 1991). Bei alteren Frauen
(v.a. nach Schwangerschaften) senkt sich oft die Beckenbodenmuskulatur und viele
leiden an der postmenopausalen Hormonumstellung des Kérpers. Durch die Umstel-
lung kommt es zu einer Atrophie der Vaginalschleimhaut und des Harnréhrenepithels,
der intravaginale pH-Wert steigt und die Besiedelung mit Milchsaurebakterien geht zu
Gunsten von Enterobacteriaceae zuriick. Eine Ostrogensubstitution nach den
Wechseljahren wirkt u.a. auch diesen Erscheinungen entgegen und vermindert deutlich
die Erkrankungsrate fur HWI (Agace et al., 1996).

2.3. Pravention von UPEC-Infektionen

Neben den bereits besprochenen Punkten wird auch durch die Entwicklung von Impf-
stoffen versucht, die Haufigkeit von Harnwegsinfektionen zu senken. Dieser Ansatz
erscheint insbesondere hinsichtlich des vermehrten Auftretens von haufig plasmid-
codierten Resistenzen gegen Antiinfektiva sinnvoll. Im Tierversuch durchgeflhrte
Immunisierungsstudien ergaben, daB gegen O- und K-Antigene geimpfte Tiere einen
gewissen Schutz gegen die Infektion mit den entsprechenden Stdmmen zeigten. Eine
Immunisierung gegen P-Fimbrien war ebenfalls erfolgreich. Auch zeigte eine mukosale

Immunisierung (der Nasenschleimhaut) mit durch Formalin abgetdteten extra-
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intestinalen E. coli Bakterien, deren K- und O-Antigene modifiziert wurden, eine
signifikante Immunantwort (Russo et al., 2007). Beim Menschen konnte ein perorale
Immunisierung mittels gefriergetrockneten E. coli Extrakten (OM-89) die Rezidivrate bei
unkomplizierten Harnwegsinfektionen innerhalb eines Jahres von 55 % auf 40 % in der
Verumgruppe senken (Bauer et al., 2005), wahrend eine Immunisierung mit einem
rekombinanten Impfstoff gegen Typ-1-Fimbrien (Langermann und Ballou, 2001)
klinisch enttduschte (Russo et al., 2007). Versuche mit Rezeptoranaloga erbrachten im
Tierversuch ebenfalls einen gewissen Schutz (Agace et al., 1996).

Trotz des Vorkommens weniger K- und O-Antigene unter den uropathogenen E. col,
ist die Antigenvariabilitdt der Erregergruppe sehr groB, so daB ein durchschlagender
Impferfolg in erster Linie mit attenuierten Ganzzellimpfstoffen zu erwarten ist (Russo et
al., 2007). Letztendlich muB die Effizienz neuerer Impfstoffe erst noch durch eine

Langzeitanalyse evaluiert werden.

|.C Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurden Uber einen gewissen Beobachtungszeitraum Stuhl- und
Urinproben von Patientinnen gesammelt, die alle an chronisch rezidivierenden Harn-
wegsinfektionen leiden. Die aus diesen Proben isolierten E. coli Stuhl- und Urinisolate
wurden einer Virulenzanalyse unterzogen. Die Pathogenitatsfaktoren der lIsolate
wurden mittels Multiplex-PCR (mehrere Primerpaare in einem Ansatz) bestimmt und
deren Haufigkeiten und Kombinationen ermittelt. Mit Hilfe dieses Virulenzprofils sowie
der Rep-PCR (Amplifikation bestimmter repetitiver Sequenzen), deren Elektrophorese-
muster man untereinander vergleicht, wurden die E. coli Isolate in Klone eingeteilt. In
einem weiteren Schritt wurde diese Klondefinition durch die Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE) Uberprift. Hierbei wird die DNA der Isolate mit einem selten schneidenden
Restriktionsenzym (Xbal) verdaut und anschlieBend elekirophoretisch aufgetrennt,
wodurch sich eine Art genomischer Fingerabdruck ergibt. Durch dieses Identitats-
screening sollte die Persistenz bestimmter Klone im Patienten gezeigt werden.

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war, mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese
eventuelle DNA-Umlagerungen (z.B. Deletionen) in den untersuchten Klonen zu
identifizieren, welche einen Anpassungsmechanismus der Erreger an ihre sich
verandernde Umwelt darstellen kénnten (Blum et al., 1994).

Die Arbeit integriert Teile der Dissertationen von Brauchle (2002) und Maibaum (2003).
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Il. Materialien

II.LA Gerate

Gerét(e)

Firma/Firmen, Gerétetyp(en)

Analysenwaage/Feinwaage
Autoklaven

Brutschrank

Cleanbench
ddH,O-Wasseraufbereitung
Eismaschine
Elektrophoresekammer

Elektrophoresenetzgerat

Flaschen, Glaser, Kolben
Gefrierschrank
Gel-Dokumentation
Kihlraum/-kammer
Kihlschrank
Magnetrthrer

MeBzylinder/-becher
Mikrowelle
PCR-Thermocycler

PF-Elektrophoresekammer
PF-Elektrophoresenetzgerat
PF-Laufpuffer-Kihlaggregat
PF-Laufpuffer-Pumpe
pH-Meter

Photometergerat
Photometerkivetten
Photoprinter

Pipetten

Pipettiergerat
Schittelinkubator

- 80°C-Gefrierschrank
Tischinkubator

Tischzentrifuge
Vibrationsmixer

Chyo, JL-180

Fedegari Autoclavi FOM/B50 und FYS3,
Varioclav® Typ 500

Memmert, TV 40 b

Nunc, Microflow Sicherheitswerkbank
Millipore, Milli Q"%p,®

Scotsman AF-20

Consort

Pharmacia Biotech

Institutswerkstatt

Consort, E 451 und E 455

Pharmacia Biotech, EPS 200

Schott

Privileg

BIORAD, Gel Doc 2000 (inkl. PC + Software)
Karl Weiss

Privileg

CENCO

GLW, M 23

Heidolph, MR 3001 und MR 3001 K
Janke und Kunkel, KMO 2

Brand

Privileg und Moulinex

Biometra, T3 Thermocycler

Eppendorf, Mastercycler personal
Biomed, Thermocycler 60

BIORAD, Electrophoresis Cell Il
BIORAD, CHEF-DR™ [l|

BIORAD, Mini Chiller 1000

BIORAD, Variable Speed Pump

WTW, pH 523 und pH 525, Digital pH-Meter
Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000
Brand, Plastibrand®

Mitsubishi, P 90

Gilson, Pipetman P 20, P 200, P 1000
Eppendorf, Research 0,5-10 pl

Brand, accu-jet®

Hirschmann, Pipettus®

INFORS HT, ITL

New Brunswick Scientific, innova™ 4300
Heraeus

Eppendorf, Thermostat 5320

Liebisch, Thermoblock

Eppendorf, Centrifuge 5415 und 5415 C
Janke und Kunkel, Vibrofix VF1 electronic
Scientific Industries, Vortex Genie 2
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Waage Chyo, MP-3000
Kern, 470-36
OHAUS, Navigator™
Wasserbad GFL, 1083
GFL, 1008

II.B Verbrauchsmaterialien

Material(ien)

Firma/Firmen, Typ(en)

Caps Sarstedt
Caps far PCR (50 pl) ABgene
Kanulen

Mikrofilter

Objekttrager Knittel
Petrischalen Greiner
Pipettenspitzen Sarstedt

Plastikrohrchen (15 und 50 ml)

Dispomed und Microlance
Millipore, Millex® GS & 0,22 ym

Greiner und Falcon

Schutzhandschuhe Igefa, Kolibri®
Ansell, TNT™ Blue (Nitril-Kautschuk)
Spritzen Henke

Il.C Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien sowie Reagenzien-Kits und Enzyme sind im folgenden
aufgelistet. Manche methoden- oder materialspezifischen Stoffe sind nur im jeweiligen

Kapitel erwéhnt.
Chemikalie(n), Typ(en) (MG [g/mol])

Firma/Firmen

Aceton (fur Laborzwecke)

Agar, granulated (fur LB)

Agarose ultrapure (fir Elektrophorese-Gele)
Alkohol (fir Laborzwecke)

Borséaure (61,83)

Bromphenol-Blau

DMSO (Dimethylsulfoxid, 99,5 %ig)
DTT (Dithiothreitol) (154,2)

EDTA-Na, (Ethylendiamintetraacetat) (372,24)
Essigsaure/Eisessig (100%ig)
Ethidiumbromid (EtBr)

Ficoll (Type 400)

Glycerin

Hefeextrakt (Yeast Extract) (fur LB)
konz. HCI (37%ig)

konz. NaOH (1N)

Lactose, D-(+)-

Low-Melting-Agarose (fur LGT-Puffer)
MacConkey-Agar (Fertigpulver)
Mannose, D-(+)-

MgCl, (203,3)

N-Lauroylsarcosin

20

Roth

Difco Lab. (Becton-Dickinson)
GibcoBRL (Life Technologies)
Roth

AppliChem

Merck

Sigma-Aldrich

Roth

AppliChem

AppliChem

Roth

Sigma-Aldrich

Merck

GibcoBRL (Life Technologies)
AppliChem

Merck

Roth

Eurobio

Difco Lab. (Becton-Dickinson)
Roth

Merck

Sigma-Aldrich
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NaCl (58,44) Roth

Proteinase K Sigma-Aldrich
Saccharomyces cervisiae (tr. Backerhefe) Sigma-Aldrich
Trypton/Pepton aus Casein (fir LB) Roth

Tris-Base ultrapure (121,14) AppliChem

Xylencyanol Merck

Reagenzien-Kits, Typ(en) Firma/Firmen

100 mM dNTP-Set? GibcoBRL (Life Technologies)
Taq DNA Polymerase, recombinant GibcoBRL (Life Technologies)

mit 500 Units (5U/pl)

mit 10X PCR Buffer

mit 50 mM MgCl,

Taq DNA Polymerase, recombinant Roche
mit 250 Units (1U/pl)

mit 10X PCR Buffer with MgCl,

mit 10X PCR Buffer without MgCl,

mit 25 mM MgCl,

Xbal 3000 Units (20.000U/ml) New England Biolabs
mit 10X NEBuffer

mit 100X BSA

2 Die dNTPs missen vor Benutzung verdinnt werden.

Tabelle 1l.1: Gebrauchsfertigen 10 mM dNTP-Mix herstellen

Komponenten flr 100 pl flr 200 pl flr 400 pl
100 mM dATP 10 20 pl 40 ul
100 mM dCTP 10 20 pl 40 ul
100 mM dGTP 10 20 pl 40 ul
100 MM dTTP 10 20 pl 40 ul
ddH,0O 60 pl 120 pl 240 pl
ausreichend flirca. | 50- 100 PCRs| 100 -200 PCRs| 200 - 400 PCRs

II.D Medien und Agarplatten

Alle angesetzten Flissigkeiten werden verschlossen und mit Autoklavierband gekenn-
zeichnet autoklaviert (fir 20 Min bei 121 °C und 3 bar Dampfdruck). Beim Autoklavieren
ist es giinstig, die GefaBe nicht bis zur maximalen Héhe zu filllen, um einem Uber-
kochen vorzubeugen.

Zur Herstellung von Agarplatten werden den Lésungen (vor dem Autoklavieren) 15 g
Agar pro Liter zugegeben, so daB eine 1,5%ige Agarlésung entsteht. Nach dem Auto-
klavieren werden die Erlenmeyerkolben oder Glasflaschen in einem 50°C Wasserbad
zwischengelagert. Sie kdnnen dort entnommen werden und in steriler Umgebung in
Petrischalen gegossen werden. Man benutzt ca. 20 ml pro Petrischale. Jetzt abkihlen
und fest werden lassen. Danach trocknen und im Kihlschrank aufoewahren, d.h.
Deckel der Schale nach unten und N&hrboden oben hangend, damit kein Kondens-

wasser auf den Nahrboden lauft.
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LB (Luria-Bertani) Medium

Trypton/Pepton aus Casein ...........cco...... 10 g
Hefeextrakt ........ccccooiiiiiiiiiii, 59
NACH ..o 549 ad
AdH20 ... 11

Im 2000-mlI-MeBzylinder die Substanzen einwiegen und mit Rihrfisch auf dem Magnet-
rihrgerat gut mischen. Die Lésung auf kleine Glasflaschchen (5 x 250 ml) verteilen und
zum Autoklavieren geben. Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

LB (Luria-Bertani) Agar

Trypton/Pepton aus Casein ...........c........ 10 g

Hefeextrakt ........ccoooiiii, 59¢

NACH ..o 549

AQA ..t 15 g ad

AdHLO e 11 (1,5%ige Agarlésung)

Im 2000-ml-MeBzylinder die Substanzen einwiegen und mit Rihrfisch auf Magnet-
rihrgerat gut mischen. In einen ausreichend groBen Erlenmeyerkolben umfillen und

zum Autoklavieren geben.

Blut-Agar
LB-Agar ....cccoiiieeeeeiieeeeeee e 1000 ml ad
Humanblut ........cccocoiiii, (90-) 100 ml

Der Erlenmeyerkolben mit frisch autoklaviertem flissigem LB-Agar muB, nachdem er
aus dem 50°C Wasserbad genommen wurde, noch etwas abklhlen (auf ca. 40°C),
damit das Blut beim Hineingeben nicht gerinnt. Der Agar darf aber auch nicht zu kalt
werden, weil er sonst schon fest wird. Das steril angelieferte Humanblut wird in steriler
Umgebung (Cleanbench) zum Agar gegeben. Nochmals gut mischen (Rihrfisch oder

Schwenken).

MC-Agar (MacConkey-Agar)

D-(+)-Lactose.......uuvuvuvreeririiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 10 g ad

AAdH20 ... 100 ml  (10%ige Lactosel6sung)

Lactose im 250-ml-Erlenmeyerkolben in ddH,O I6sen, deckeln und zum Autoklavieren
geben. Wahlweise kann die Lésung auch unter der Cleanbench mittels Spritze und
Filter steril filtriert werden.

MacConkey-Fertigpulver...........ccccocuveen. 40 ¢ ad
dAdH20 ... 900 ml  (1,35%iger Agar)

Im ausreichend groBen MeBzylinder mit Ruhrfisch auf Magnetrihrgerat gut mischen, in
einen Erlenmeyerkolben umfillen und zum Autoklavieren geben. Danach die ebenfalls
autoklavierte Lactosel6sung in steriler Umgebung zugeben und nochmals mischen.
Der MacConkey-Agar ist 1%ig fur D-(+)-Lactose.
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Il.E Puffer und L6sungen

Mit Ausnahme der Laufpuffer fir die Agarosegelelektrophorese werden alle Puffer und
Lésungen autoklaviert. Wenn Lésungen nicht autoklaviert werden sollen, ist das explizit

angegeben.

Stocklésung 50x-TAE (Tris-Acetat-EDTA) = 11
TrS-Base ......ccoovviiiiiiiiiiiiieeeen 242 ¢
Essigsaure (99,7 %iQ) ....ccceveerriiiiunnnnnn. 57,1 ml
EDTA0,5M (pH 8,0) evvvvvveeeeeeeeiiieee. 100 ml
Mit ddH,O auffillen auf............cccoevunerennne. 11
Stocklésung 10x-TBE (Tris-Borat-EDTA) = 11
TriS-Base ...ccuuvvveiiieieeeeeeeeeeeeee 108,0 g
BOrSaure......coooeeveeeeiiiiieeeeeeeeeeeee 55,0 g
] 7 N - P 93 ¢
Mit ddH,0 auffillen auf..........c.cccoevunrennnn. 11
Stocklésung 5 M NaCl 2> 1 |

NaCl-Salz .......cccoeiiiiiiies 292,2 ¢
Mit ddH,0 auffillen auf.............ccoevvnereenne. 11
Stocklésung 1 M TrisHCI (pH 7.5) = 11
TriS-BasSe ...ccuvvieeiiieieeei e 1212 g
Mit ddH,O auffillen auf..........c..ccoevunerennne. 11

(Mit konz. NaOH oder mit konz. HCI den pH auf 7,5 einstellen!)
Stocklésung 0.5 M EDTA (pH7.5+pH8.0) > 11

EDTA-Nas....coiieiiiiieeeeeeieeeeeeee 186,12 ¢
Mit ddH,O auffillen auf..........c.ccoevvvnerenne. 1 |
(Mit konz. NaOH oder mit konz. HCI den pH auf 7,5 bzw. 8,0 einstellen!)

Stocklésung 100 mM MgCl, = 100 ml

MOCla e 2,03 g
Mit ddH,O auffillen auf......................... 100 ml
Stocklésung 1 M DTT (Dithiothreitol) > 5 ml
DTT (MG=154,2).......c0vvrrrrrrrrrrrrrrrnnrnnnns 771 mg
Mit ddH,O auffillen auf..........c.cceevvvnerenene. 5 ml

(Nicht autoklavieren! Steril filtrieren! Aufbewahrung im Gefrierfach!)
1x-TAE (Tris-Acetat-EDTA, Laufpuffer) > 1 |

BOX-TAE.....oiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 20 ml ad

AAH2O e 980 ml

6x-Stop-Puffer

In die gewiinschte Menge ddH,O hineingeben: Far 10 ml:
Bromphenolblau.............coooeeeiiiiiennnn. 0,25 % 25,0 mg
Xylencyanol FF.......ccccoooiiiiiiiiiin. 0,25 % 25,0 mg
Ficoll (Type 400) .......cceveeeeeriiiiiineen. 25,00 % 2,509
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0,5x-TBE (Tris-Borat-EDTA, Laufpuffer) > 1,51

TOX-TBE. .. oo 75 ml ad
AAHLO e 1425 ml
0,5x-TBE (Tris-Borat-EDTA, Laufpuffer) = 100 ml
TOX-TBE... oo 75 ml ad
AAHLO . e 1425 ml

SE (Salt-EDTA) > 11

BMNAC ... e 15 ml

0,5 MEDTA (PH 7,5) weeeeeiieeeeiieeee 50 ml ad
AAHLO e 935 ml

(75 mM NaCl + 25 mM EDTA (pH 7,5))
TE (Tris-EDTA) > 11

1 M Tris-HCI (pH 7,5) .eeeeeeeiiiiiieeee 10 ml
0,5 MEDTA (PH 7,5) ceeeeiiiiiieieeeees 10 ml ad
AdHLO e 980 ml

(10 mM TrisHCI (pH 7,5) + 5 mM EDTA (pH 7,5))
LGT-Agarosepuffer (fiir die Pulsfeldgelelektrophorese) > 100 ml

1 M TrisHCI (PH 7.,5) eevveieeeiiiiiee, 1 mi
100 MM MQCLa ..eeveeeiiiiiieeeee 1 ml
0,5MEDTA (PH 7,5) weeviiiiieiiiiieeee 20 pl
Mit ddH,O auffillen auf..............c.ue....... 100 ml

(10 mM TrisHCI (pH 7,5) + 10 mM MgCl, + 0,1 mM EDTA (pH 7,5))
NDS-Puffer (fir die Reinigung der Pulsfeldbléckchen) = 500 ml

EDTA-Naz.....oiieiiieieeeeeeie e 186,12 ¢
N-Lauroylsarcosin..........cccceeeeeeiiiiiicnnnnnn. 59
Mit ddH,O auffillen auf......................... 500 ml

(0,5M EDTA (pH 9,5) + N-Lauroylsarcosin (1%ig))
(Mit konz. NaOH oder mit konz. HCI den pH auf 9,5 einstellen!)

NEBa-Vorpuffer > 100 ml (entspricht dem BioLabs® Spaltpuffer fir PFGE)

BEMNACL. .. 1 ml
1 M TrisHCI (PH 7,5) .vvvieeeeeeeeeeeeeee, 1 mi
100 MM MQCla ..o, 10 ml
1 M DTT (Di-thio-threitol) ...................... 100 pl
AAHLO . 87,9 mi

(50 mM NaCl + 10 mM TrisHCI (pH 7,5) + 10 mM MgCl, + 1 mM DTT)
(Mit konz. NaOH oder mit konz. HCI den pH auf 7,9 einstellen!)

? Fa. New England BioLabs®

Die Lésung wird nicht autoklaviert. Sie wird unter sterilen Bedingungen (Cleanbench)
durch einen Mikrofilter in 15-ml-Réhrchen steril filtriert. Der Puffer wird im Gefrierfach
aufbewahrt und erst kurz vor Gebrauch aufgetaut.
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II.LF Bakterienstamme

In nachfolgender Tabelle sind alle in dieser Arbeit benutzten E. coli Stdmme gelistet.

Tabelle 11.2: Verwendete E. coli Stamme

E. coli Stamme

Eigenschaft(en)

Referenz

DH5a
E. coli K-12-Stamm

F-, endA1, hsdR17, (rk-, mk-) supE44, thi-1,
recA1, gyrA96, relAl1, A(argF-lac)U169, A-,
080d/lacZAM15

Bethesda Research
Laboratories, 1986

HB101
E. coli K-12-Stamm

F-, aral4, galK2, hsdS20 (hsr-, hsm-), recA13,
SupE44, lacZ4, lenB6, proA2, thi-1, rpsl20
(SmR), xyi5, mtl1, A-,

Boyer & Roulland-
Dussoix, 1969

MG 1655 F-, A-, fim+ Guyer et al., 1981
E. coli K-12-Stamm

AAEC 110 F-, A-, fim- Gally et al., 1993
E. coli K-12-Stamm

536 06:K15:H31, fim+, pap+, sfa+, hly+, PAL 1, I, lll, | Berger et al., 1982
UPEC?-Isolat IVi5z6+

536-21 PAI l536-,PAlsse 11- Hacker et al. 1983
Mutante

J96 0O4:K6:H-, fim+, pap+, foc+, hlyA+, cnfl+,PAl I, |Hull et al., 1981
UPEC?Isolat 06+, fyUA+

IA2 pap+, fyuA+, sfa/foc+, iut+ Johnson & Stell, 2000
UPEC?Isolat

P678-54/pAH1010

nfa+

Ahrens et al., 1993

PM9

09:K84:H-, fim+, bmaE+, gaD+, fyuA+, iut+,
cva+

Johnson & Stell, 2000

us 06:K53:H7, fim+, pap+, sfa/foc+, hlyA+, cnfl+, |Johnson & Stell, 2000
fyuA+, K5+, ibeA+

V15 O1:K1:H7, fim+, pap+, fyuA+, iut+, cva+ Johnson & Stell, 2000

Va7 02:K5:H1, fim+, pap+, sfa/foc, cdt+, fyuA+, iut+, | Johnson & Stell, 2000

IHE 3034 018:K1:H7/9, fim+, sfall+, hly-, fyuA+ Korhonen et al., 1985

NBM"-Isolat

#UPEC = Uropathogene E. coli
° NBM = Neugeborenen-Meningitis
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II.G Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide sind von der Fa. MWG-Biotech bezogen. Alle

gelieferten Primer-Caps mit den getrockneten, gefrorenen Oligonukleotiden sind mit

ddH,0O so geldst worden, dafB sie in einer Konzentration von 100 pmol pro pl vorliegen.

Im folgenden sind die benutzten Primer tabellarisch gelistet.

Tabelle 11.3: Oligonukleotide fir die Einzel-PCR (2 IV. Methoden)

Primer Sequenz 5' > 3 Prod.- |Gen Kontrollstamm Referenz
GréBe
[bp] positiv negativ
RTX6I-R | TCT GAATTC TGA
TTA GAG ATATCA
CCT GAC TC 680 |hyA |JoB MG 1655 fgg;‘e” etal.
RTX6ll-L | TAT GAATTC ACT
CAT ATC AAT GG
3 g.l-_rg Eég é‘(;T AAC prsF/ Olschlager A.
430 papF [J96 MG 1655 | (IMI Labor; nicht
4 ATG CTC ATACTG -
GCC GTG GT (pap) publizierte Daten)
21 CCCGTTGGATTG = ,
GCT GGT GG Olschlager A_.
395 K1 IHE 3034 | MG 1655 | (IMI Labor; nicht
22 CCT TGC CCC TCT publizierte Daten)
TTGTTAAG
ECK1B-R |GCG GAATTC GCA
TTG ATG CTG CGA neuh/
TAG Zapata et al.,
ECKIBLL |GCG GAATTC ATT |00 g(ef’)c IHE 3034 |MG 1655 | 1989 g 1992
GGA CAC TCG CTG
TTT G
fyuA-FP GCG ACG GGA AGC
GAT TTA Schubert et al.,
fWuA-RP |CGC AGT AGG CAC | /80 |vuA 536 MG 1655 | 1998
GAT GTT GTA
Tabelle 11.4: Oligonukleotid fiir die Rep-PCRs (= IV. Methoden)
Primer Sequenz 5' > 3 Prod.- | Gen Kontrollstamm Referenz
GroBe
[bp] positiv negativ
Rep1R-I INCG ICG ICG TCI ; . Kein Stamm ! Versalovic et al.,
GGC? 3 < | Elektrophorese- 1991
o E % Muster verschie- Woods et al.,
@S | 2 @ |denerStamme 1993
£3 & -3 g werden miteinander
£5 |5 2 § verglichen.
-0 0| O 8
35 g S d (DNA-Fingerprint)
256|524
| = Inosin
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Tabelle I1.5: Oligonukleotide fiir die MP-PCRs des Pools 1 (= IV. Methoden)

Primer Sequenz 5' > 3' Prod.- |Gen Kontrollstamm Referenz
GroBe
[bp] positiv negativ
RPA GGA CAT CCT GTT
ACAGCG CGCA AAEC Johnson & Stell,
RPAIT  |TCG CCACCAATC |20 |PAl |J% 110 2000
ACAGCCGAAC
PapA f ATG GCA GTG GTG
TCTTTT GGT G 290 pap J96 AAEC Johnson & Stell,
PapA r CGT CCC ACC ATA AH 110 2000
CGTGCTCTTC
FimH f TGC AGA ACG GAT
AAG CCG TGG . AAEC Johnson & Stell,
FmHr  |GCAGTCACCTGC |08 |fimH )% 110 2000
CCT CCG GTA
KpslIl TCC TCT TGC TAC
TATTCCCCCT 392 kps J96 AAEC Johnson & Stell,
Kpslil r AGG CGT ATC CAT MT 1 110 2000
CCCTCCTAAC
PapEFf |GCA ACA GCA ACG
CTGGTTGCATCAT 336 papEF | J96 AAEC Yamamoto
PapEF r AGA GAG AGC CAC 110 et al.,1995
TCT TAT ACGGAC A
ibe10 f AGG CAG GTG TGC Huang et al.,
GCC GCG TAC . AAEC 1995
betor  |TGGTGCTCCGGG | /0 |beA |US 110 Johnson & Stel,
AAA CCATGC 2000
Tabelle 11.6: Oligonukleotide fiir die MP-PCRs des Pools 2 (= IV. Methoden)
Primer Sequenz 5' > 3 Prod.- | Gen Kontrollstamm Referenz
GroBe
[bp] positiv negativ
’ tell,
FyuAr | CGC AGT AGG CAC |80 | fuA {f\% MG 1655 IS hubert et al.,
GAT GTT GTA 1998
bmakE-f ATG GCG CTAACT
TGC CATGCT G Johnson &
bmaE-r  |AGG GGG ACATAT |0/ | bmas |PM IMG1855 | giq), 2000
AGC CCCTTC
sfat CTC CGG AGA ACT
GGG TGC ATCTTAC sfal Le Bouguenec
sfa2 CGG AGG AGT AAT | *10 | focDE | 'A2 MG 1655 | o2 1900
TAC AAA CCT GGC A
0 |Teeemctea P Jonson ot a
) ’ ohnson et al.,
Aerir  |CGTCGGGAACGG |°00 WA |2 MG 1655 | 1998
GTA GAA TCG
Allelelll-f GGC CTG GCA ATG
GATTTACCT GG |, |R2PF |30 MG 1655 | Jonnson &
Allelelll-r | CCA CCA AAT GAC m V15’ Brown, 1996
CAT GCCAGAC
K1-f TAG CAAACG TTC
TAT TGG TGC Johnson &
kpslir  [CATGCCAGACGAT |12 |[KI V18 MG 1655 | qia11, 2000
AAG CAT GAG CA
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Tabelle I1.7: Oligonukleotide fiir die MP-PCRs des Pools 3 (= IV. Methoden)

Primer Sequenz 5' > 3' Prod.- |Gen Kontrollstamm Referenz
GroBe
[bp] positiv negativ
hly T AAC AAG GAT AAG
CACTGTTCTGGC T Yamamoto
hly T AGC ATATAAGCG | 177 |MvA | J96 MG 1655 | i al. 1995
GTC ATT CCC GTC A
ot ATC CAT CAG GAG
GGG ACT GGA Johnson &
ot AAC CAT ACC AAC |88 |c |96 MG 1655 | giall, 2000
CAA TGC GAG
nfaEf GCT TAC TGA TTC
TGG GAT GGA P678-54/ Johnson &
naEr |GGG TGG CCGAGT >0 | ™ | paH1010 | MG 1655 | sten, 2000
CAT ATG CCA
Allclelf | TCG TGC TCA GGT
CCG GAATTT papG Johnson &
Allelelr | TGG CAT CCCGCA | *61  |Aller1 |98 MG 1655 | B own, 1996
ACA TTA TCG
kpsIl T GCG CAT TTG CTG
ATACTGTTG kps Johnson &
kpslir  |CAT GCAGAC GAT 272 |mT1 | V%7 MG 1655 | qia11, 2000
AAG CAT GAG CA
PapC f GTG GCAGTATGA Johnson &
GTA ATG ACC GTT A V27, Stell, 2000,
PapCr  |ATATCCTTTCTG |20 |PaC | o6 MG 1655 I Bouguenec
CAG GGA TGC AAT A etal., 1992

II.H GroBenmarker

GroéBenmarker werden bei der elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten
in einem Agarosegel benutzt, um die DNA-Fragment-Langen identifizieren zu kénnen.
Die GréBenmarker sind standardisierte Gemische aus DNA-Fragmenten bestimmter
Lange in bestimmter Menge und ergeben immer das gleiche Bild. Die Angaben sind
jeweils aus den im Lieferumfang beiliegenden Produktbegleitschreiben entnommen.
Siehe dazu auch Kapitel IV. Methoden.

MassRuler™ TM, DNA Ladder, Mix (Fa. MBI Fermentas®)
Diese DNA-Leiter wurde fiir die Gelelektrophorese der DNA-Fragmente aus der MP-

PCR benutzt. Die Besonderheit dieses GrdéBenmarkers ist, daB man mit ihm auch eine
grobe quantitative Bestimmung des DNA-Fragments in Abhangigkeit zum in die
Geltaschen eingesetzten Volumen durchfiihren kann. AuBerdem eignet er sich fir
kleine DNA-Fragmente (MG < 250 bp), weil er im Gegensatz zum GeneRuler™ (s.u.)
eine 200-, 100- und 80-bp-Bande liefert.
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Abbildung II.1: MassRuler-Banden

bp  ng/20pl
200
160

Fraghmenl, Quantity,
; ngin 20 I [ngin15 pl|ngin 10 pl| ngin 5 pl

1 | 10000 | 200 150 100 50
2 8000 160 120 80 40
3 6000 120 90 60 30
4 5000 100 75 50 25
5 4000 80 60 40 20
6 3000 60 45 30 15
7 2500 50 40 25 13
8 2000 40 30 20 10
9 1500 32 24 16 8

10 | 1031 200 150 100 50
1 900 180 135 90 45
12 800 160 120 80 40
13 700 140 106 70 35
14 600 120 90 60 30
15 500 200 150 100 50
16 400 80 60 40 20
17 300 60 45 30 15
18 200 40 30 20 10
19 100 20 15 10 5

20 80 16 12 8 4

GeneRuler™, 1kb DNA Ladder (Fa. MBI Fermentas®)

Abbildung II.2: DNA-Menge [ng] in jeder Bande

Diese DNA-Leiter wurde fir die Gelelektrophorese der DNA-Fragmente aus den

einzelnen Kontroll-Polymerasekettenreaktionen benutzt.

10kb 5 — 10000
-— 8000

EAC L LT

~— 6000
— 5000

== 4000
-~ 3500
— 3000

~~ 2500
- 2000

~— 1500

1kb 4 — 1000
31— 750

4=~ 500

~ 250

Step
21
20
19
18
17
16
15
14
13
12
1
10

N WS O1o ~ @

]

Size (kb)

1018.5
970.0
92125
873.0
824.5
776.0
7215
679.0
630.5
582.0
533.5
485.0
436.5
388.0
3395
291.0
242.5
194.0
145.5

97.0
485

#N0340S  50gel lanes

1% agarose gel, 4.5 Vi/em, 15°C
for 48 hours. Switch times
ramped from 5—120 seconds.

Abbildung I1.3: GeneRuler-Banden Abbildung Il.4: Lambda-PFG-Marker-Banden

Lambda Ladder PFG-Marker #340 (Fa. N. E. BioLabs®)

Diese DNA-Leiter, die in Abbildung 1.4 dargestellt ist, wurde fir die Pulsfeldgel-

elektrophorese (PFGE) benutzt.
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lIl. Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden sind, soweit nicht explizit anders
angegeben, aus den Publikationen von J. Sambrook, E. Bast und H. G. Gassen und
G. Schrimpf entnommen (Sambrook et al., 1989; Bast, 2001; Gassen und Schrimpf,
1999).

lIl.A Vorarbeiten

Durchfiihrung des Drei-Osen-Ausstrichs (Anlegen einer Agarplattenkultur)

Auf eine LB-Agarplatte (= Il. Materialien) wird eine gepickte Kolonie (von einem festen
Nahrboden) oder Impfése (aus einem FlUssig-Nahrmedium) mit einer vorher
abgeflammten Impfschlinge ausgestrichen. Durch zwei weitere Ausstriche auf
derselben Platte mit zwischenzeitlichem Abflammen der Ose sollen nach Inkubation
tber Nacht bei 37 °C Einzelkolonien entstehen. Aufbewahrung im Kihlschrank fir ca. 4
bis 6 Wochen méglich. Steriles Arbeiten unter der Cleanbench!

Animpfen einer Uber-Nacht-Kultur (UN)

In 3-5 ml LB-Medium (> Il. Materialien), das vorher in ein Kulturréhrchen pipettiert

wurde, wird eine Bakterienkolonie (mit sterilem Zahnstocker gepickt) eingebracht und
uber Nacht bei 37°C im Schuttler inkubiert. Kurzzeitige Aufbewahrung im Kuhlschrank
maoglich. Steriles Arbeiten unter der Cleanbench!

Gewinnung von E. coli Isolaten aus Stuhl- bzw. Urinproben

Es wird eine Verdinnungsreihe der Proben bis 10 hergestellt: Je 100 pl der
Verdinnungsstufen 102, 10*, 10® und 10® werden auf MacConkey-Agarplatten
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. (Mit einem Drigalski-Spatel
ausplattieren bis die Nahrbodenoberflache trocken ist!) - MacConkey-Platten sind
Selektivnahrbdden fur gram-negative Enterobakterien. Sie eignen sich zur Isolierung
von Salmonellen, Shigellen und coliformen Bakterien. Lactose vergarende E. coli
Bakterien zeigen rote Kolonien. - Am nachsten Tag werden dann je sechs Klone
(ausgewahlte Einzelkolonien) gepickt und jeweils auf eine LB-Agarplatte mit einem 3-
Osen-Ausstrich aufgebracht und bei 37°C iber Nacht inkubiert. Von dieser Agarplatte
wird am néchsten Tag eine Kolonie gepickt und eine Uber-Nacht-Kultur im Schuttler
angesetzt, um eine Glycerinkultur anzulegen. 1 ml UN-Kultur wird am néchsten Tag mit
300 ul Glycerin (1 M, autoklaviert) gemischt. AnschlieBend wir die Glycerinkultur in
einem Gefrierschrank bei - 80°C dauerhaft aufbewahrt (Jena-Stammsammlung). Alle

Arbeiten erfolgen ausschlieBlich unter sterilen Bedingungen (Cleanbench!).
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lll.B Phanotypische Untersuchungen

1. Nachweis von a-Hamolysin (Hamolyse auf Humanblutagar)

Dieser Test priift den E. coli Stamm auf die Fahigkeit zur Produktion von o-Hamolysin.
a-Hamolysin wird in die Zellmembran von Erythrozyten eingelagert, bildet Poren und
lysiert die Zellen. Die Hamolysinbildung 1&Bt sich nachweisen, indem man den zu
testenden Stamm (mit z.B. sterilisierten Zahnstochern) auf Blutagarplatten sticht und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. H&molytische Stdmme zeigen einen sehr
charakteristischen, hellen Hamolysehof, der die Kolonien kreisférmig umgibt und
besonders gut im Gegenlicht sichtbar wird. Himolysehdéfe kénnen unterschiedlich stark
ausgepragt sein.

Positivkontrolle: UPEC-Stamm 536

Negativkontrolle: E. coli K-12-Stamm DH5«

2. Nachweis von P-Fimbrien (Hamagglutination mit Humanblut)

Dieser Test (nach Jones und Rutter, 1974) prift E. coli Stamme auf die Fahigkeit zur
Produktion von P-Fimbrien. P-Fimbrien spielen eine groBe Rolle bei der Entstehung
von Harnwegsinfektionen (HWI). Sie vermitteln die Anheftung des Bakteriums an die
entsprechende Wirtszelle, die den bendtigten o-D-Galp-(1-4)-B-D-Galp-Rezeptor tragt.
Blut-Wasch-Schritte: Zuerst wird eine ausreichende Menge (2 ml) des steril entnom-
menen Blutes mit sterilem 0,9%igem NaCl gewaschen: Das Blut fur 5 Minuten bei
4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugieren, Uberstand vorsichtig abnehmen (und
verwerfen), mit sterilem 0,9%igem NaCl wieder bis zur Ausgangsmenge (2 ml)
Uberschichten, vorsichtig mischen und wieder unter 0.g. Bedingungen abzentrifugieren.
Diese Schritte so lange wiederholen bis der Uberstand klar ist (ca. 3-4 x). Zuletzt
nochmals mit sterilem 0,9%igem NaCl bis zur Ausgangsmenge (2 ml) aufflllen und
vorsichtig mischen.

Die so gewaschene Erythrozytenlésung (aus Humanblut) wird ca. 1:10 in sterilem
0,9%igem NaCl verdinnt. Von dieser Lésung gibt man einen Tropfen (ca. 20 pl) auf
einen Glasobjekttrager und reibt dann mit einem sterilen Zahnstocher den zu testenden
Bakterienstamm (eine Kolonie von einer LB-Agarplatte) ein. Man legt den Objekttrager
ca. 5 Minuten auf Eis. Danach erkennt man im Vergleich zu der Positiv- und Negativ-
kontrolle (mdglichst auf demselben Objekttrager), welcher Stamm hamagglutiniert. Bei
hamagglutinations-positiven Stammen zeigt sich eine Verklumpung der Erythrozyten.
Positivkontrolle: UPEC-Stamm 536

Negativkontrolle: E. coli K-12-Stamm DH5c« oder HB101
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3. Nachweis von S-Fimbrien (Hamagglutination mit Rinderblut)

Dieser Test (nach Jones und Rutter, 1974) prift E. coli Stamme auf die Fahigkeit zur
Produktion von S-Fimbrien. S-Fimbrien vermitteln die Anheftung an die entsprechen-
den Wirtszellen. Sie binden an sialinsdurehaltige o-Sialyl-2,3-B-Galactose-Rezeptoren.
Dieser Test wird analog dem Test flir P-Fimbrien (s.0.) mit Rinderblut durchgefihrt.
Positivkontrolle: UPEC-Stamm 536

Negativkontrolle: E. coli K-12-Stamm DH5« oder HB101

4. Nachweis von Typ-1-Fimbrien (Hefeagglutination)

Dieser Test (nach Orskov und Orskov, 1983) weist spezifisch Typ-1-Fimbrien durch
mannosesensitive Agglutination mit Saccharomyces cervisiae nach.

Man stellt mit sterilem 0,9%igem NaCl und mit frischer Backerhefe zwei R6hrchen oder
Caps einer Stammldésung her (10 mg/ml Saccharomyces cervisiae). Aus einer der
beiden Suspensionen stellt man mit einer 10%igen Mannose-Stocklésung eine 2%ige
mannosehaltige Hefesuspension her.

Auf einem Glasobjekttrager mischt man nun jeweils einen Tropfen (ca. 20 ul) der
Suspension ohne Mannose mit einem Tropfen der vortags angesetzten Uber-Nacht-
Kultur des zu testenden E.coli Stammes. Ebenso verfahrt man mit der
mannosehaltigen Suspension. Nachdem durch Rihren mit der Pipettenspitze gemischt
wurde, betrachtet man den Objekttrager mit den beiden Tropfen unter leichtem
Schwenken im Licht gegen einen dunklen Hintergrund. Bilden sich hierbei im ersten
Tropfen (ohne Mannose) kleine Klimpchen, die sich nicht mehr verriihren lassen,
wahrend in dem zweiten Tropfen (mit Mannose) nichts (oder zumindest eindeutig
weniger) agglutiniert, so ist die Agglutination positiv.

Mannose blockiert den Heferezeptor, der von Typ-1-Fimbrien zum Andocken an die
Hefe bendtigt wird. Solche Rezeptoren sind Glycoproteine mit Oligomannoseketten.
Der Trisaccharid-Rezeptor o-D-Manp-(1-3)-3-D-Manp-(1-4)-D-GlcNAc wird bevorzugt.
Positivkontrolle: UPEC-Stamm 536

Negativkontrolle: E. coli K-12-Stamm AAEC 110

lll.C Genotypische Untersuchungen

1. Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Die Methode der PCR (Saiki et al., 1988) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt. Mit
Hilfe der PCR ist es in vitro mdglich, von Nukleotidsequenzen enzymatisch millionen-
fach Kopien herzustellen (Amplifikation).
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Eine hitzestabile DNA-Polymerase (Taq aus Eubakterium Thermus aquaticus, Tth aus
Eubakterium Thermus thermophilus oder Pwo aus Archaebakterium Pyrococcus
woesei (v.a. bei RT-PCR)) synthetisiert ab dem 3'-Ende eines gewahlten Starter-
molekules (synthetisches Oligonukleotid, Primer), das vorher mit der einzelstréngig
vorliegenden Matrize hybridisiert hat, einen neuen Nukleotidstrang. Durch ein zweites
gewahltes Startermolekil, das am anderen Matrizenstrang hybridisiert und einen dem
ersten Nukleotidstrang komplementaren Strang in Gegenrichtung synthetisiert, entsteht
ein DNA-Strang mit der Sequenz, die zwischen dem ersten (Forward-Primer) und dem
zweiten (Reverse-Primer) Startermolkil liegt.

Tabelle Ill.1: Allgemeine Komponenten einer PCR (Mengen fir ein 25-pl-Volumen)

Komponenten Menge / Konz. | Herkunft aus... / Stammldsung...

DNA-Matrize 1 pg - 100 ng | entspr. aufbereitetes Template (DNA)

Reaktionspuffer 1 x| 10 x Lésung (200 mM Tris-HCI? (pH 8,4)% + 500 mM KCI?)
MgCl, 0,5-5 mM |50 mM Lésung?

dNTP-Mix 0,1-0,5mM |10 mM Lésung

Forward-Primer 10 - 50 pmol | 20 yM Lésung

Reverse-Primer 10 - 50 pmol | 20 yM Lésung

Tag-Polymerase 0,5-2,5U|5U/ul?

ddH,O Restvolumen | Glas mit autoklaviertem, dest. H,O

dvariiert

Tabelle Il.2: PCR-Musterpipettierschema fiir einen Ansatz mit 50 pl Volumen

Komponenten Volumina

DNA-Matrize/Template 1,0-2,0 ul
Reaktionspuffer, 10x 5,0 pl
MgCl, (50 mM) 1,5 pl
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 yl
Forward-Primer (100 pmol/ul) 1,0 pl
Reverse-Primer (100 pmol/pl) 1,0 pl
Tag-Polymerase (5U/ul) 0,5 pl
ddH,O 39 - 38 ul

Tabelle 1I.3: Allgemeines PCR-Programm (Aligemeine PCR-Bedingungen)

Schritte | Bezeichnung Zeit| Temperatur
1 Denaturierung (Einstrangigkeit) 3 -5 Min 95 °C
2 Denaturierung 0,5-1 Min 95 °C
3 Annealing (Primer-Hybridisierung) 0,5-1Min T -5°C
4 Polymerisation 0,5-1 Min 72 °C
5 Wiederholung der Schritte 2 bis 4: 25 - 35 x

6 Polymerisation (v.a. fir Klonierungen) | 5-10 Min 72 °C
7 Thermoblock sollte dauerhaft eingestellt sein auf 4-8°C

4T Berechenbare Schmelztemperatur des DNA-Doppelstranges
(Bis zu 25 bp des Stranges gilt: 1 GC-Paar = 4°C und 1 AT-Paar = 2°C)

Der Hauptgrund fir die groBe Produkimenge ist die zyklische Wiederholung der
folgenden Schritte: (1.) Denaturierung: die Matrize wird einzelstrangig, (2.) Annealing:
die Primer hybridisieren mit der Matrize und (3.) Polymerisation: die Synthetisierung
des DNA-Stranges. Dadurch wird ein exponentielles Wachstum der Produkte erreicht,
da jeder neu entstandene DNA-Strang wieder als Matrize dienen kann. Alle PCR-
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Produkte kénnen fir klrzere Zeitraume im Kihlschrank (4°C) und fir langere
Zeitraume im Gefrierfach (-18°C) aufbewahrt werden.

Herstellung von Matrizen (Templates fir die PCR)

In ein steriles Cap mit Schraubdeckel wird 120 ul ddH,O (autoklaviert) gegeben. Man
nimmt von einer tags zuvor ausgestrichenen LB-Agarplatte mit einer 20-pl-Pipette
vorsichtig eine Einzelkolonie ab und suspendiert sie in das Cap. Das Cap wird bei 95°C
fir 10 Minuten gekocht und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Verwendung immer
nur auf Eis! Aufbewahrung im Gefrierfach (- 18°C).

Amplifikation von DNA (Einzel-PCR)

Hierbei wird nur ein Primerpaar benutzt, um ein einziges Produkt zu bekommen. Das

Produkt ist spezifisch fir eine vorhandene DNA-Sequenz (meist ein Gen bzw. einen
spezifischen Abschnitt eines Genes). Diese Methode wurde in dieser Arbeit zur
Verifizierung der Ergebnisse der Multiplex-PCR (s.u.) verwendet. Hierfir wird das Tag-
DNA-Polymerase-Kit (5U/ul) sowie das dNTP-Set von GibcoBRL® (Fa. Life
Technologies) benutzt. Alle Einzel-PCRs wurden nach dem oben beschriebenen
Schema pipettiert (s. Tabelle 111.2). PCR-Bedingungen der Einzel-PCRs:

Tabelle Ill.4: PCR-Bedingungen fiir Primer RTX6II-R und RTX6lI-L (Nachweis von hlyA)

Denaturierung 3 Min 94 °C

Denaturierung 30 Sek 94 °C

Annealing 30 Sek 52 °C | 30x

Polymerisation 1 Min 72 °C

Polymerisation 7 Min 72 °C

Tabelle Ill.5: PCR-Bedingungen fiir Primer 3 und 4 (Nachweis von prsF/papF)
Denaturierung 5 Min 95 °C

Denaturierung 1 Min 95 °C

Annealing 20 Sek 58 °C | 30x

Polymerisation 20 Sek 72 °C

Polymerisation 7 Min 72 °C

Tabelle Ill.6: PCR-Bedingungen flir Primer 21 und 22 (Nachweis von K1)
Denaturierung 5 Min 95 °C

Denaturierung 1 Min 95 °C

Annealing 30 Sek 54 °C | 30x

Polymerisation 25 Sek 72 °C

Polymerisation 7 Min 72 °C

Tabelle IIl.7: PCR-Bedingungen fir Primer ECK1B-R und ECK1B-L (Nachweis von K1)
Denaturierung 5 Min 94 °C

Denaturierung 30 Sek 94 °C

Annealing 30 Sek 52 °C | 30x

Polymerisation 1 Min 72 °C

Polymerisation 7 Min 72 °C
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Tabelle 111.8: PCR-Bedingungen fir Primer fyuA-FP und fyuA-RP (Nachweis von fyuA)

Denaturierung 3 Min 95 °C
Denaturierung 45 Sek 95 °C
Annealing 45 Sek 60 °C | 30x
Polymerisation 1 Min 72 °C
Polymerisation 5 Min 72 °C

Multiplex-PCR (MP-PCR)
Die Besonderheit dieses PCR-Verfahrens (nach Johnson und Stell, 2000) ist die

Kombination von mehreren (hier: 6) Primerpaaren in einem Ansatz unter denselben

Amplifikationsbedingungen, d.h. man amplifiziert mehrere DNA-Abschnitte auf ein Mal,
erhalt mehrere Produkte verschiedener GréBe und sieht in der Gelelektrophorese
dementsprechend mehrere Banden (Henegariu et al., 1997). Es wird auch hier das
Tag-DNA-Polymerase-Kit (5U/ul) sowie das dNTP-Set von GibcoBRL® (Fa. Life
Technologies) benutzt. Insgesamt werden drei MP-Primer-Poole & sechs Primerpaaren
verwendet. Die MP-Primer-Poole sind aus folgender Tabelle zu ersehen:

Tabelle 111.9: Primer-Pool 1,2 und 3 fir die MP-PCR

MP-Primer-Pool 1

Primerpaare flir Gen(bereich) Pipettiervorschrift

RPAi f und RPAi r PAI Alle 6 Primerpaare verdiinnen: 1:100
PapA fund PapAr papAH (Konzentration: 1 pmol/pl)
FimH f und FimH r fimH

Kpslll f und KpsllIl r kpsMT I Beispiel fur 1 ml Primer-Pool:
PapEF f und PapEF r papEF Je 10 pl jedes Primers (= 120 pl)
ibe10 f und ibe10 r ibeA plus 880 pl ddH,O
MP-Primer-Pool 2

Primerpaare fir Gen(bereich) Pipettiervorschrift

FyuA f' und FyuA'r fyuA (s.0.)

bmaE-f und bmaE-r bmaE

sfal und sfa2 sfa/focDE

Aerd fund Aerd r iutA

Allelelll-f und Allelelll-r papG Allel I

K1-f und kpsll r K1

MP-Primer-Pool 3

Primerpaare fir Gen(bereich) Pipettiervorschrift

hly fund hly r hiyA (s.0.)

rfc-f und rfc-r rfc

nfakE-f und nfak-r nfak

Allelel-f und Allelel-r papG Allel |

kpsll f und kpsll r kpsMT |l

PapC f und PapC r papC
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Tabelle 11l.10: 50-pl-Ansatz fir MP-PCR Tabelle 1ll.11: Bedingungen fur MP-PCR

Template 1,0-7,0 yl Denaturierung 5Min| 94 °C
10x-PCR-Puffer * (ohne Mg) 5,0 ul Denaturierung 30 Sek | 94 °C
MgCl, (50 mM) 1,5 pl Annealing 30 Sek | 63 °C | 32x
dNTP-Mix (10 mM) 1,0 i Polymerisation 3 Min| 68 °C
MP-Primer-Pool 1, 2 und 3° 20,0 ul Polymerisation 10 Min| 72 °C
Tag-DNA-Polymerase (5U/pl) 0,5 pl

ddH,O 21,0 - 15,0 pl

200 mM Tris-HCI (pH 8,4) + 500 mM KClI

® Alle Primer sind 0,4 pM benutzt

Pool 1

Pool 2

Pool 3

123 45(6|7 8 9 101112131415 161718

01 = MassRuler
02 = J96+U5 (Positivkontolle)
03 = AAEC 110 (Negativkontolle)

bp 04 = J96
F| 05 = U5
1500-- 1 06 = leere Tasche
1031-- " n K| 07 = J96+V15+1A2+PM9 (Positivkontolle)
T g " ° 08 = MG 1655 (Negativkontolle)
500-- c h ¥ - 4 09 = J96
300 ; L . 10=V15
200-- ‘ Im s 11 =1A2
ﬁ @ @ Y 12 = PM9
F| 13 = MassRuler
Multiplex Pool 1 Multiplex Pool 2 Multiplex Pool 3 14 = J96+V274P6782 (Positivkontolle)
a=PAl 9= fruA n = hiyA 15 = MG 1655 (Negativkontolle)
b = papA h = bmaE o=rfc 16 = J96
¢ = fimH i = sfalfocDE p = nfak 17 = V27
d = kpsMT Il k = iutA q = papG Allel | | 18 = P6782
e = papEF | = papG Allel 11l r=kpsMT Il A
f = ibeA m = K1 s = papC agigentlich: P678-54 / pAH1010

Abbildung Ill.1: Elektrophorese-Gel aller MP-PCR-Kontrollstimme

Die Abbildung zeigt die PCR-Bandenmuster aller Kontrollstdmme, die bei der Multiplex-PCR
Verwendung fanden, in einem Elektrophoresegel zusammen dargestellt.

Rep-PCR

Bei dieser PCR-Methode wird nur ein relativ kurzer, unspezifischer Primer benutzt
(Kein Primerpaar!). Der Primer soll an mehreren Stellen innerhalb der zu untersuch-
enden DNA binden und liefert deshalb in der gelelektrophoretischen Auftrennung i.d.R.
(mehrere) Banden unterschiedlicher GréBe. Dieses Bandenmuster kann dann mit
anderen Bandenmustern, die unter den gleichen Bedingungen erzeugt wurden,
verglichen werden. Man kann so eine grobe Verwandschaftsbeziehung zwischen
verschiedenen Bakterienstdmmen herstellen (Versalovic et al., 1991; Woods et al.,
1993). Es wurde das Tag-DNA-Polymerase-Kit (1U/ul) der Fa. Roche sowie das dNTP-
Set GibcoBRL® der Fa. Life Technologies benutzt.
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Tabelle I1l.12: Bedingungen fiir Rep-PCR Tabelle 111.13: 50-pl-Ansatz fir Rep-PCR
Denaturierung 7 Min| 95 °C Template 1,0 - 4,0 ul
Denaturierung 30 Sek | 90 °C 10x-PCR-Puffer® (ohne Mg) 5,0 ul
Annealing 1 Min| 40 °C | 30x DMSO® (als Cosolvent) 5,0 pl
Polymerisation 8 Min| 65 °C MgCl, (25 mM) 7,5 ul
Polymerisation 16 Min| 65 °C dNTP-Mix (10 mM) 2,0 ul
Rep-Primer Rep1-RI 1,0 pl
Tag-DNA-Polymerase (1U/pl) 1,0
ddH,0 21,0-15,0 pl

2100 mM Tris-HCI (pH 8,3) + 500 mM KClI
bQimethylgulfgxid, Fa. Sigma-Aldrich

Tabelle Ill.14: Relation zwischen
DNA-Fragmentlange und Agarose-
gelkonzentration

DNA-Fragment- | Agarosegel-
lange konzentration 01=5A1 (1)
0,1-2 kb 2,0 % 02 = 5A2 (2)
0,2-3 kb 1,5 % 03 = 5A1U (3)
0,4-6 kb 1,2 % 04 = 5A2U (4)
0,5-7 kb 0,9 % 05 = 581 (5)
0,8-10kb 0,7 % 06 = 5B4 (6)
1-20kb 0,6 % 07 = 581U (7)
5-60kb 0,3 % 08 =5C1 (6)
09 = 5C1U (7)
10 =5C3U (7)

Abbildung I11.2: Beispiel fur ein Gel einer Rep-PCR

2. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange wird die horizontale
Agarosegelelekirophorese verwendet. Dabei wandern die DNA-Fragmente aufgrund
ihrer negativen Ladung von der Kathode zur Anode, wobei sie entsprechend ihrer
GroBe aufgetrennt werden. Die Agarosegelkonzentration wird nach der erwarteten
Fragmentgr6Be gewahlt. Die Relationen sind aus Tabelle Ill.14 ersichtlich. Hohermole-
kulare DNA-Fragmente, die gréBer als 20 kb sind, werden in der Pulsfeldgelelektro-
phorese (PFGE) aufgetrennt.

Zur Herstellung des Agarosegels wird die Agarose in einem geeigneten Laufpuffer (80
- 200 ml je nach Taschenhéhe; gelkammerabhéngig) in der Mikrowelle aufgekocht, bis
sie vollstandig geldst ist. Nach Abklhlung auf ca. 40 bis 45°C wird die Agarose in eine
abgedichtete GieBvorrichtung gegossen und der Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel
fest geworden ist, wird der Kamm herausgezogen und das Gel in die Elektro-
phoresekammer gelegt. Die Kammer wird mit 1x-Laufpuffer geflllt und das
(Submarine-) Gel wird hineingelegt. Die Proben werden mit 6x-Stop-Puffer versetzt und
in die Taschen, die der Kamm hinterlassen hat, vorsichtig eingebracht. Eine
entsprechende Spannung und Stromstarke wird angelegt.
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Nach erfolgter Elektrophorese kann die aufgetrennte DNA durch mindestens 15-
mindtige Inkubation des Gels in einem Ethidiumbromid-Bad (0,5 pg/ml) (NUR
Handschuhe aus Nitril-Kautschuk verwenden!) angefarbt und anschliessend unter UV-
Licht analysiert und dokumentiert werden.

3. Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Diese Methode wurde von Schwartz und Cantor zuerst benutzt. Sie dient der
Auftrennung von DNA-Fragmenten, die gréBer sind als 20 kb (Schwartz und Cantor,
1984; Birren et al., 1988).

Isolierung von High-Molecular-Weight-DNA (in Agarosebldckchen)

» Zellen anreichern und waschen

Eine Uber-Nacht-Kultur des betreffenden Stammes beimpfen und inkubieren. 2 ml der
UN-Kultur werden in Eppendorf-Caps abzentrifugiert (1 Minute, 14.000 Umdrehungen
pro Minute bei Raumtemperatur). Der Uberstand wird verworfen und man pipettiert
erneut (bis zum Volumen von 2 ml) UN-Kultur des zu untersuchenden Stammes ins
Cap dazu. Durch Aufziehen in die Pipettenspitze mischen. Erneutes Abzentrifugieren.
Der klare Uberstand wird vorsichtig abgenommen und das Zell-Pellet wird in 1 ml SE-
Puffer geldst. Dieser letzte Waschschritt wird wiederholt. AnschlieBend wird die
Suspension ein letztes Mal abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml SE-Puffer geldst.
(Kurz: 1x UN-Kultur anreichern, 2x Waschen, 1x Resuspendieren)

» Standardisierte optische Dichte herstellen

Aus dem Eppendorf-Cap werden 100 pl Zellsuspension in eine MeBkUlvette pipettiert,
in die bereits 900 ul SE-Puffer vorgelegt wurden. Gegen eine Referenzklvette mit 1 ml
SE-Puffer, die als Nullwert gebraucht wird, wird nun die optische Dichte der Zelllésung
im Photometer bei 600 nm gemessen. Die optische Dichte ODgy soll zwischen 0,6 und
0,8 liegen. Ansonsten kann dieser Wert durch entsprechendes Verdinnen mit SE-
Puffer oder durch entsprechendes Anreichern mit Bakteriensuspension erreicht
werden.

» GieBformen und Agarose vorbereiten

Die Bakteriensuspension wird bei 37°C warm gehalten. Wahrenddessen werden die
Schienen zum GieBen der Bldéckchen mit 70%igem Ethanol gereinigt und
zusammengesetzt. Ein Eppendorf-Cap wird zum Mischen von (Low-melting-) Agarose
mit Bakterienldsung bereitgehalten (Beschriftung(en)!). Die Low-melting-Agarose
wurde schon vorher als 2%ige Lésung mit LGT-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht
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und danach im 40°C warmen Wasserbad gieBfertig gehalten. Das Agaroseglas sollte
handwarm sein.

» ,Bléckchen gieBen® und Proteinase-K-Verdau ansetzen

Man mischt 900 ul der vorgewarmten Bakteriensuspension mit 900 ul der flissigen
LGT-low-melting-Agarose im Eppendorf-Cap und pipettiert das Gemisch sofort in die
vorbereitete Schiene. Abkihlung bei Raumtemperatur oder besser im Kihlschrank.
Wahrend die Agarose-Bakterien-Suspension in den Schienen fest wird, bereitet man
pro Bakterienstamm 5 ml NDS-Puffer mit Proteinase K vor. Die Ldsung soll 2 mg
Proteinase K pro ml NDS-Puffer enthalten (2 mg/ml). 15-ml-Greiner-Réhrchen eignen
sich als GeféBe. Standard-Plastikimpfésen eignen sich, um die Bléckchen zu fassen.
Nun 6ffnet man die Schiene vorsichtig, schneidet mit dem Skalpell die Bléckchen
zurecht (ca. 3 mm x 4 mm), GOberflhrt diese in die NDS-Proteinase-K-Lésung und
inkubiert im Wasserbad Uber Nacht bei 50°C unter vorsichtigem Schutteln.

» Waschen der Bléckchen (Proteinase K entfernen)

Am né&chsten Tag wird die NDS-Proteinase-K-Lésung von den Bléckchen entfernt und
durch 10 ml TE-Puffer ersetzt, den man nach kurzem und vorsichtigem Schitteln
gleich noch einmal wechselt. Dann inkubiert man 2 Stunden unter leichtem Schutteln
bei Raumtemperatur. Der TE-Puffer (immer 10 ml) wird noch 3 x nach jeweils
2 Stunden gewechselt (also 6 Stunden Schitteln insgesamt). Die Bléckchen sollten bis
zur Weiterverarbeitung mind. 1 Woche in TE-Puffer ruhen. Der TE-Puffer wird am 3.
oder 4. Tag nochmals ausgetauscht. Die Réhrchen mit den Bléckchen werden im
Kuhlschrank (4-8°C) in 10 ml TE-Puffer aufbewahrt und immer vor Warme und Licht
geschiitzt.

Spaltung von High-Molecular-Weight-DNA mit Restriktionsenzym Xbal

Ein kleines Blockchen wird in einem 2 ml-Eppendorf-Cap mit 1 ml 1x-NEB-Vorpuffer
versetzt und eine Stunde bei 50°C im Thermoblock inkubiert. Dann wird der Vorpuffer
maoglichst rickstandsfrei abpipettiert und durch 150 ul 1x-Spaltpuffer ersetzt.

Man gibt 20 Units Xbal-Enzym dazu (= 1 pl, Konz. 20.000 U/ml) und inkubiert das Cap
bei 37°C Uber Nacht. Mit 1 Unit Xbal-Enzym kann 1 yg A-DNA verdaut werden und
zwar innerhalb einer Stunde bei 37°C in einem Volumen von 50 pyl. Am nachsten
Morgen werden nochmals 10 Units (= 0,5 pl) des Enzyms zugegeben und noch weitere
2-4 Stunden inkubiert. Danach werden 5 ul 6x-Stop-Puffer dazugegeben, um die
Bléckchen anschlieBend in ein Agarosegel einzubetten.
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Tabelle I1.15: Spaltpuffer fiir High-Molecular-Weight-DNA-Agarosebléckchen

Bestandteile Ansatz fir 150 pl Ansatz fir 2 ml

10x-NEBuffer 15,0 200 pl
100xBSA ®-Puffer 1,5 ul 20
ddH,O 133,5ul 1780 pl

?Bovines Serum Albumin

Durchfihrung der Pulsfeldgelelekirophorese

Man sollte sich die Agarosegellésung gieBfertig vorbereitet haben: 100 ml 0,5x-TBE-
Puffer mit 1,0 g Agarose (1,0%iges Gel) in der Mikrowelle aufkochen und nach

vollstandiger Auflésung in einem 40°C Wasserbad bis zum Gebrauch aufbewahren.
Genauso sollte man sich den Laufpuffer (1,51 0,5x-TBE) flr die Elektrophorese-
kammer schon friher herstellen und in die Kammer geben, weil der Puffer stark
abgekuhlt werden muB. Nun nimmt man das Bléckchen aus dem Cap und setzt es auf
die Zahnspitze eines Kammes flir die Gelkammer. Eine hauchdinne Scheibe des
PFG-Markers (DNA-Leiter) wird daneben auf einen Zahn gesetzt. Der Kamm wird in
die Gelkammer gesetzt und das Gel aus der handwarmen 1,0%igen Lésung gegossen.
Wenn das Gel erkaltet und fest ist, wird es zusammen mit seiner Tragerplatte aus der
Gelkammer genommen und in die Elektrophoresekammer eingesetzt.

Das Pulsfeldgerat der Fa. BIORAD ,Electrophoresis Cell 11l wird im Block 1 auf eine
Laufzeit von 19 Stunden bei 200 V (6,5 V/cm), einen Winkel von 120° und Pulszeiten
von 5 auf 50 Sekunden eingestellt. Der Block 2 und 3 wird ausgeschaltet. Das
Kuhlgerat wird auf 12°C eingestellt und die Laufpufferpumpe wird auf den Wert 70
eingestellt, was einem DurchfluB von ca. einem Liter pro Minute entspricht.

Nach erfolgter Elektrophorese wird das Agarosegel in einem Ethidiumbromid-Bad
(0,5 pg/ml) (NUR Handschuhe aus Nitril-Kautschuk verwenden!) angefarbt und

anschlieBend unter UV-Licht analysiert und dokumentiert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 01 = PFG-Marker
‘ 02 = 2E1U (IV)

03 = 2L4 (IV)

04 = 2M1 (IV)

05 = 201U (XV)
06 = leere Tasche
07 = 2K1 (XIl)

08 = 2L2 (XII)

09 = leere Tasche
10 = 2A3 (Il

11 = 2P1 (XVII)
12 = 2A3 (Ill)

13 = leere Tasche
14 = 2F3 (VIII)

15 =2F5 (VIII)

Abbildung I11.3: Beispiel fiir ein Ergebnis-Gel einer Pulsfeldgelelektrophorese
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IV. Ergebnisse

IV.A Einfliihrung

In dieser Arbeit wurden insgesamt acht Patientinnen, die an chronisch rezidivierenden
Harnwegsinfektionen leiden, Uber einen Zeitraum von zehn bis achtzehn Monaten be-
obachtet.

Die Patientinnen befanden sich in Behandlung bei Prof. Dr. Finfstiick am Universi-
tatsklinikum Jena in der Nephrologischen Ambulanz. Prof. Dr. Finfstick und seine
Mitarbeiter haben bei den Untersuchungsterminen der Patientinnen in der Klinik eine
Stuhl- und eine Urinprobe (Probenentnahme = PE) entnommen und uns anschlieBend
zur Verfugung gestellt. Aus diesen Proben wurden im Institut fir Molekulare Infektions-
biologie Escherichia coli 1solate angeziichtet (siehe Kapitel Methoden). Die Isolatbe-
zeichnung setzt sich zusammen aus der Nummer der Patientin gefolgt von einem
Buchstaben, der fir das entsprechende Untersuchungsdatum steht, und einer
weiteren, fortlaufenden Nummer fir den E. coli Stamm dieses Datums. Wenn der
Stamm aus einer Urinprobe isoliert wurde, wurde der Bezeichnung ein ,U* nachgestellt.

Tabelle 1V.1: Patienteneckdaten fir diese Arbeit

& SBEHE .

(@] Q.=

2 le |g g |&8 [25ES |8 5
5 S |85 |52la |2 (RS |5 8|S B
£ S e |g || |8 |25 |3 3| @ 3
< = |2 |2 ¥ |€ ol £l® 5| ¢ a c | <
c © S £ ST S| O+= |0 0 |xX c| 3 (0] O | = o)
c N = = NO|ESB8|cg|®EG|IE—|E o |lc o]
2 2 |0 D |g€|lco |2 c|E|3|lGT (S s (D [
c Elc |c |[EC| 02|06 3|8|0]|2 8T 9| o 7
2 218 |S |85|55|55|2|E|8ls8|E §|N 5

o O %= 2|0 = — (& -+
o R EAF AN E A @ |3 @
1. Pat. 1 (CB) 62| 31| 31 26 16 13| 0 7|18 16.12.98 |L [(14.06.00 (R
2. Pat. 2 (HF) 50| 17| 33 17 9 12| 0|Ja| 8|15,5 |16.12.98 |L |29.03.00 |S
3. Pat. 3 (CG) 61| 27| 34 29 17 13| 0|Ja| 7(17 18.11.98 |P [(12.04.00 |V
4. Pat. 5 (EM) 25| 12| 13 6 4 3 0 411 19.05.99 |D |19.04.00 |G
5. Pat. 8 (US) 63| 31| 32 29 19 11| 2|Ja| 8(18,5 |02.12.98 |H |21.06.00 |P
6. Pat. 11 (SH) 27| 16| 11 5 5 3 0 4(12,5 |07.04.99 |D [26.04.00 |G
7. Pat. 22 (IH) 34| 23| 11 9 7 3| 2|Ja| 8|14,5 [20.01.99 |D [05.04.00 |L
8. Pat. 29 (SJ) 31| 10| 21 9 4 6] 0 5/10 25.08.99 |A |28.06.00 |E
Summe: 353| 167| 186/ 130| 81 64| 4| 4|51

Die Patientendaten sind institutsintern verschlisselt. In Tabelle 1V.1 finden sich die hier
verwendeten Namen der Patientinnen, die Gesamtzahl an Isolaten pro Patientin, eine
Aufgliederung in Stuhl- und Urinisolate und die Anzahl der Klone einer Patientin
inklusive Unterteilung nach Stuhl- und Urinklonen. AuBerdem findet sich die Anzahl
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von klinisch aktiven Phasen einer Patientin innerhalb der Studiendauer, fiir welche
Patientin eine prophylaktische Dauertherapie mit Acimethin® bestand und schlieBlich
die Anzahl der Untersuchungstermine selbst sowie der Beobachtungszeitraum
(ungefahre Dauer des Zeitraumes in Monaten, erstes und letztes Datum aller
einbezogenen klinischen Untersuchungen mit entsprechendem Buchstabencode fir
das jeweilige Untersuchungsdatum).

Die E. coli Isolate wurden sowohl phanotypisch als auch genotypisch auf das Vorliegen
bestimmter Pathogenititsfaktoren (PF) untersucht. Zur besseren Ubersicht sind die
untersuchten Eigenschaften tabellarisch zusammengestellt. Die folgende Tabelle listet
die phanotypisch durchgefihrten Untersuchungen auf.

Tabelle IV.2: Phanotypisch nachgewiesene Eigenschaften der gewonnenen E. coli Isolate

Abklrzung des | Spezifischer Test prift auf | Untersuchung
Virulenzfaktors

Hly Hamolysinproduktion Hamolysetest auf Blutagarplatten (Humanblut)
Pap/Prs P-Fimbrien-Expression Hamagglutinationstest (Humanblut)

Sfa S-Fimbrien-Expression Hamagglutinationstest (Rinderblut)

Fim Typ-1-Fimbrien-Expression | Mannosesensitiver Hefeagglutinationstest

Genotypisch wurden die Isolate auf 18 Virulenzfaktoren (VF) mittels Multiplex-PCR
(MP-PCR) getestet. Eine Ubersicht tber die gepriiften Gene bzw. Gencluster gibt die
Tabelle IV.3.

Alle Isolate innerhalb des Beobachtungszeitraumes fir eine Patientin wurden einem
Identitatsscreening mit Rep-PCR unterzogen. Anhand der genotypischen Ergebnisse
und der Daten aus der Rep-PCR wurden Klone definiert. Wenn Isolate das gleiche
Rep-Muster zeigten und gleichzeitig in allen 18 genotypischen Merkmalen Uberein-

stimmten, wurden sie zu einem Klon zusammengefaBt. Die Klone wurden mit ,KL*

bezeichnet und fortlaufend durchnummeriert. Vor der Klonbezeichnung steht die
jeweilige Nummer der Patientin. Besonders zu beachten ist der Unterschied zwischen
dem Begriff Isolat und dem Begriff Klon. Wahrend ein Isolat nur aus Stuhl oder Urin
stammen kann, kann ein und derselbe Klon sowohl/ in Stuhl als auch in Urin
vorkommen.

Ausgewahlte Klone wurden anschlieBend mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE) untersucht. Die Untersuchung mit der PFGE dient in dieser Arbeit zur
Bestéatigung von Persistenzen und zur Suche nach DNA-Umlagerungen (Verénde-
rungen der genomischen Struktur, z.B. als Bandenshift im Elektrophoresegel sichtbar).
Fir die PFGE wurde in dieser Arbeit ausschlielich das Restriktionsenzym Xbal
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verwendet. Von Varianten wird in dieser Arbeit dann gesprochen, wenn Proben trotz

genotypischer Unterschiedlichkeit dasselbe PFGE-Muster zeigen.

Tabelle IV.3: Genotypisch Uberprifte Gene bzw. Gencluster der E. coli Isolate

Abkilrzung der

Abkilrzung steht fir

Untersuchung auf

Gene bzw.

Gencluster

hilyA hemolysin a-Hamolysin
(Protein der Transmembranpore)

papA pyelonephritis associated pili P-Fimbrien-Hauptuntereinheit
(Hauptbaustein des Pilusschaftes)

papC pyelonephritis associated pili P-Fimbrien-Biogenese
(Initiation des Pilus-Zusammenbaus)

papEF pyelonephritis associated pili P-Fimbrien-Nebenuntereinheiten
(Proteine der Pilusspitze)

papG Allel | pyelonephritis associated pili P-Fimbrien-Adhésin, Klasse |

papG Allel Il | pyelonephritis associated pili P-Fimbrien-Adh&sin, Klasse ||

sfa/focDE S-fimbrial adhesin / F1C fimbriae S-/F1C-Fimbrien
(Biogenese-Molekiile)

fimH type 1 fimbriae Typ-1-Fimbrien-Adhésin
(Mannose-spezifisch)

K1 K1-antigene K1 Kapsel (Serovarbezeichnung)

kpsMT I capsule group I ABC-Transporter (Subklasse, nétig fiir
Transferase) bei Gruppe-Il-Kapseln

kpsMT Il capsule group Il ABC-Transporter (Subklasse, nétig fur
Transferase) bei Gruppe-llI-Kapseln

fyuA ferric yersiniabactin uptake Yersiniabaktin (Siderophoren-System),
Teil der HPI (= fyuA + irp2)

iutA iron uptake transport Aerobaktin (Siderophoren-System),
Membranrezeptorprotein

PAI pathogenicity associated island PAI-Marker des Stammes CFT073

nfak nonfimbrial adhesin-I Adhasin ohne Pilus (aus O83:K1:H4),
Beteiligung an der Nfa-l-Expression

ibeA = ibe10 invasion of brain endothelium Marker fir einen Genlocus, der mit
Meningitis assoziiert ist

bmaE blood group M antigen Marker fir M-Fimbrien

rfc O antigen polymerase O-Antigen Polymerase

(fir die LPS-Komplex-Synthese)

Die Nomenklatur fiir die Bandenmuster aus Rep-PCR und PFGE wurde in dieser Arbeit

vereinheitlicht, d.h. daB die Bandenmuster aus den Arbeiten von Brauchle (2002) und

Maibaum (2003) mit den Ergebnissen dieser Arbeit abgeglichen und fortlaufend

nummeriert wurden. Der Anhang enthalt fir jede Patientin ein tabellarisches Gesamt-

verzeichnis aller Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse, also auch die Ergebnisse der

vorherigen Doktoranden.
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IV.B Auswertung der einzelnen Patientinnen

Jeder Patientin ist ein eigenes Kapitel gewidmet. Im folgenden Text wird die Struktur
und der Inhalt der einzelnen Patientenkapitel erlautert. Alle acht Einzelkapitel sind in
die folgenden Uberschriften gegliedert.

» Phénotypische und genotypische Ergebnisse

> Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse

» Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Zu Beginn eines jeden Patientenkapitels gibt eine Grafik einen Uberblick {iber den
zeitlichen Verlauf der Untersuchungen bei dieser Patientin. Die Abbildung gibt die
wichtigsten Ergebnisse wieder. Es sei bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen, daB
sich im Anhang Tabellen finden, die alle Labordaten, die im Institut erhoben wurden,
enthalten, inklusive der vergebenen Nummern fir die Rep-PCR- und PFGE-Muster.
AuBerdem finden sich dazu Tabellen mit entsprechenden Daten aus den beiden zu
Grunde liegenden ,Vorgangerdissertationen®. Aus dieser Zusammenstellung geht dann

auch die Nummer des Isolates in der sog. Jena-Stammsammlung des Institutes fir

Molekulare Infektionsbiologie hervor (E. coli Isolate von HWI-Patientinnen, in
Betreuung der Universitatsklinik Jena).

> Kapitel: Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Unter der Uberschrift ,Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren innerhalb
der Isolate“ findet sich eine Tabelle mit den absoluten und relativen Haufigkeiten der
getesteten phanotypischen (grau unterlegt) und genotypischen Merkmale aller Isolate.
Die Prozentzahlen geben jeweils der Anteil der positiv getesteten Merkmale in Relation
zur Gesamtzahl aller Stuhlisolate, aller Urinisolate und aller Isolate insgesamt bei der
betreffenden Patientin wider. In Kapitel ,IV.C. Auswertung patiententbergreifender
Daten” sind diese Werte fir die Gesamtheit aller Patientinnen zusammengefaft.

Der Abschnitt ,Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre
Haufigkeiten® zeigt zuerst eine Tabelle, in der alle Klone der einzelnen Abnahmedaten
in Unterteilung nach der Herkunft aus Stuhl oder Urin zusammen mit ihren wichtigen
Pathogenitatsfaktoren dargestellt sind. Die Klone aus Stuhlisolaten sind grau unterlegt.
Die letzte Spalte der Tabelle zeigt an, wieviele positive Pathogenitatsfaktoren der
entsprechende Klon hat.

Als fir diese Arbeit wichtige Pathogenitatsfaktoren werden betrachtet: hly, pap, sfa/foc,
fim, K1, kpsMT 1l und Ill, fyuA, iutA, PAI und ibeA. Gencluster pap wurde nur dann als
positiv gewertet, wenn die drei Gene papA, papC und papEF gleichzeitig positiv waren.
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Im entsprechenden Abschnitt ist unterhalb der Tabelle vermerkt, welche Klone nur fir
eines oder zwei der drei der Definition zugrunde liegenden pap-Gene positiv waren.

In einer weiteren Tabelle werden nun die absoluten und relativen Haufigkeiten der
getesteten Gene bzw. Gencluster innerhalb der definierten Klone aufgeschlisselt,
unterteilt nach Klonen aus Stuhlisolaten und Klonen aus Urinisolaten. Auch hierzu faBt
eine Tabelle im letzten Abschnitt des Ergebnisteiles die Daten aller Patientinnen
zusammen.

Unter der Uberschrift ,Genkombinationen wichtiger Pathogenitatsfaktoren inner-
halb der Klone“ werden die Stuhlklone nach gleicher Art und Anzahl an positiven
Pathogenitatsfakioren zusammengefasst und weiter aufgegliedert nach den Kombina-
tionen der vorkommenden Gene bzw. Gencluster. Das gleiche geschieht mit den
Klonen aus Urinisolaten. Man kann aus diesen beiden Tabellen die beteiligten Gene
bzw. Gencluster sowie die absoluten Haufigkeiten und die prozentualen Anteile der
einzelnen Kombinationen ersehen. In Abschnitt ,IV.C.“ zeigen zwei Darstellungen
tabellarisch das Vorkommen aller Genkombinationen Uberhaupt, untergliedert nach
ihrer Herkunft aus Stuhl oder Urin. Die Haufigkeiten von Klonen nach ihrer Art und
Anzahl positiver Pathogenitatsfaktoren sowie die Haufigkeiten einzelner Genkom-
binationen sind dort auch grafisch dargestellt.

> Kapitel: Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Unter der Uberschrift ,Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und

Urinisolaten” finden sich zwei Diagramme, die alle Ergebnisse der Rep-PCR und der
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) im zeitlichen Verlauf Uber den gesamten
Studienzeitraum hinweg darstellen. ,Im gesamten Studienzeitraum® meint hier, daB
auch die Ergebnisse der beiden vorangegangenen Arbeiten von Brauchle (2002) und
Maibaum (2003) mit einbezogen sind. Anfang bzw. Ende der einzelnen
Arbeitzeitraume der Doktoranden sind im Diagramm durch eine Linie abgegrenzt. Die
Pat. 22 (IH) wurde vorher nur von Frau Maibaum untersucht und die Pat. 29 (SJ) wurde
fur diese Arbeit neu aufgenommen.

Die Diagramme zeigen auf der Abszisse die Daten der Probenentnahmen (PE) im
entsprechenden Buchstabencode und auf der Ordinate die den Mustern zugewiesenen
Nummern. (Hinweis: Die rémischen Zahlen der PFGE-Muster werden aus technischen
Grinden in allen Diagrammen als arabische Zahlen wiedergegeben.) In der
Darstellung werden die Ergebnisse nach ihrem Vorkommen in Stuhl oder Urin

unterschieden. Da an einem Untersuchungsdatum mehrere Muster vorliegen kénnen,
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weil aus einer Stuhl- oder Urinprobe immer mehrere Isolate angefertigt wurden, werden
die unterschiedlichen Muster entsprechend durchnummeriert (mit 1., 2., 3. usw.) und in
der Abbildung farb- und gréBencodiert dargestellt. Muster aus Stuhlisolaten werden mit
einer Raute dargestellt, Muster aus Urinisolaten mit einem Kreis.

Unter der nachsten Uberschrift ,Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl-
und Urinklonen“ sind ebenfalls die Ergebnisse aus der Rep-PCR und der PFGE
dargestellt, mit dem Unterschied, daB es sich nur um die Ergebnisse aus dem
Beobachtungszeitraum dieser Arbeit handelt und daB sie nicht nach dem
Abnahmedatum der Isolate, sondern nach dem chronologischen Auftreten der
definierten Klone mit deren entsprechendem PE-Datum (im Buchstabencode)
aufgetragen sind. Ob es sich um einen Stuhl- oder Urinklon handelt, geht im Diagramm
aus der Legende hervor: Stuhlklone sind mit einer Raute dargestellt, Urinklone mit
einem Kreis. Die Nummer eines Klons kann dann zweimal zum selben Datum
auftauchen, wenn der entsprechende Klon sowohl in Stuhl- als auch in Urinisolaten des
betreffenden Datums vorkommt. Zusétzlich kann natirlich dieselbe Klonnummer zu
unterschiedlichen Untersuchungsdaten erscheinen, wenn eben ein und derselbe Klon
zu unterschiedlichen Abnahmedaten gefunden wurde, wie z.B. bei Pat. 2 (HF). In der
Abbildung gibt es flir manche Klone kein PFGE-Bandenmuster, weil fir diese Klone
kein Isolat zur weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewahlt wurde.

Im Kapitel ,Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit‘ wird
beschrieben, welche Isolate Uber welchen Zeitraum bzw. Uber welche Daten hinweg
persistierten. Die dargelegten Fakten sind auch den Diagrammen Uber den Verlauf der
PFGE-Ergebnisse der beiden vorangegangenen Kapitel zu entnehmen. Zur besseren
Verdeutlichung sind die PFGE-Muster persistierender Stamme in den Abbildungen
dieses Kapitels dargestellt. Es soll jetzt schon besonders auf dieses Kapitel bei
Pat. 2 (HF) aufmerksam gemacht werden, denn bei dieser Patientin wurde ein
singularer Bandenshift, der im Pulsfeldgel unter verwandten Stdmmen aufgetreten ist,
gefunden und ist dort abgebildet und naher beschrieben.

,Ahnlichkeiten von PFGE-Mustern innerhalb der PFGE-Ergebnisse des gesamten
Studienzeitraumes” ist eine Zusammenfassung, welche PFGE-Bandenmuster einer
Patientin sich ahnlich sehen, somit also untereinander potentiell verwandt sind. (Wenn
es kein solches Kapitel gibt, wurden keine &hnlichen PFGE-Muster innerhalb der
Stamme dieser Patientin gefunden.)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war ja das Screening auf verwandte Stdmme, die sich
auf DNA-Ebene verandert haben. Man erwartet von solchen Stdmmen, daB sie ein
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grundsétzlich gleiches Bandenmuster zeigen innerhalb dessen es in einer gewissen
Bandenhdhe (gewisser kb-Bereich) zu wenigen unterschiedlichen Banden zwischen
zwei Stammen kommt, sog. Bandenshift(s) durch DNA-Umlagerung(en). Das Kapitel
,Detektion von DNA-Umlagerungen mit Hilfe der PFGE* bei Patientin 2 (HF) veran-
schaulicht detailliert einen solchen Bandenshift.

> Kapitel: Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Hier wird kurz der Klinische Verlauf der betreffenden Patientin innerhalb des Zeit-
raumes dieser Arbeit beschrieben. Es geht vor allen Dingen um eine Unterscheidung
zwischen aktiver (,A®) Krankheitsphase oder inaktivem/stummem (1) Intervall zum
entsprechenden Untersuchungszeitpunkt. AuBerdem sind hier, falls vorhanden,
wichtige Zusatzinformationen genannt, wie z.B. eine durchgefihrte Antibiotikatherapie
oder eine Dauerprophylaxe mit L-Methionin (Acimethin®). Eine Grafik zeigt die
Befunde der in Jena erhobenen speziellen nephrologischen Laborparameter
(Funfstick et al., 2003; Renz-Polster und Braun, 2001; Thomas, 2000) des unter-
suchten Urins zu jedem entsprechenden Abnahmedatum. Befundparameter sind:
» Vitale Leukozyten: Lebende weiBe Blutkérperchen in %
» Vitale Epithelzellen: Lebende Oberflachenzellen des Harntraktes in %
> Antikérperbeladung der Bakterien (ACB, antibody count of bacteria): Anzahl der
Bakterien, die mit Antikérpern beladen sind, in %
> Bakterielle Zytoadharenz: Anzahl der Epithelzellen in % mit mehr als 20 Bakterien
pro Epithelzelle
Die Labordaten fiir diese Diagramme sind unvollstandig, was mehrere Grinde hat.
Zum einen ist der Patientenpool zum Zeitraum dieser Arbeit meist klinisch inaktiv, was
u.a. fr eine suffiziente Therapie spricht, und zum anderen wurden zu manchen
Routineuntersuchungen, zu denen sich die Patientinnen gesund fuhlten, oft keine
derartigen Laborparameter bestimmt. Desweiteren gab es Untersuchungsmaterial,
welches sich als ungeeignet erwiesen hat, weil fir diese spezifische Laborunter-
suchung nicht gentigend Zellen gewonnen werden konnten, z.B. durch Abnahme zu
geringer Probenmengen oder durch Kontamination der Probe.
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1. Patientin 1 (CB)
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Abbildung IV.1: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 1
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1.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse
Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.4: Ph&no- und genotypische Faktorenh&ufigkeiten in den Isolaten von Pat. 1 (CB)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt

n =31 [%] n =231 [%] n=62 [%]
Hly n=7 22,58 n=12 38,71 n=19 30,65
hlyA n=7 22,58 n=11 35,48 n=18 29,03
Pap/Prs n=14 45,16 n=18 58,06 n=_32 51,61
papA n=12 38,71 n=12 38,71 n=24 38,71
papC n=13 41,94 n=12 38,71 n=25 40,32
papEF n=14 45,16 n=12 38,71 n =26 41,94
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel 1l n==6 19,35 n=11 35,48 n=17 27,42
Sfa n=1 3,23 n=5 16,13 n=~6 9,68
sfa/focDE n =25 80,65 n=19 61,29 n=44 70,97
Fim n =27 87,10 n=28 90,32 n =55 88,71
fimH n=27 87,10 n =231 100,00 n =58 93,55
K1 n=11 35,48 n=21 67,74 n=232 51,61
kpsMT Il n =27 87,10 n=23 74,19 n =50 80,65
kpsMT Il n=5 16,13 n=7 22,58 n=12 19,35
fyuA n=28 90,32 n=23 74,19 n =51 82,26
jutA n=22 70,97 n=23 74,19 n =45 72,58
PAI n=24 77,42 n=18 58,06 n=42 67,74
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=21 67,74 n=11 35,48 n=232 51,61
bmaE n=11 35,48 n=11 35,48 n=22 35,48
rfc n=0 0,00 n==6 19,35 n==6 9,68

Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.5: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 1 (CB)

) =

| 8.3 o
owm| 5|53 g
iTm Q| ® "~ _ — o
Se|B|ES o c | =
ESE|S912% Ll el 5 & 2% s|<|z|5|¢
02|82 2| J |G| S| | & | & || 3|22 <
1KL1 L S + + + + + + + + 8
1KL2 L U + + + + + + + + 8
1KL3 M U + + + + 4
1KL4 M U + + + + 4
1KL5 M S + + + + + + 6
1KL6 M S + + + + + + + 7
1KL7 N S + + + + + + + + + 9
1KL8 N S + + + + + + + + 8
1KL9? N S + + + + + + 6
1KL10® | N S + + + + + 5
1KL11 O U + + + + + + + + 8
1KL11 O S + + + + + + + + 8
1KL12 O U + + + + + + + + + + 10
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Tabelle IV.6: Faktorenh&ufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 1 (CB)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=16 [%] n=13 [%]
hly n=3 18,75 n=4 30,77
pap n=6 37,50 n=>5 38,46
sfal/foc n=12 75,00 n=8 61,54
fim n=12 75,00 n=13 100,00
K1 n=4 25,00 n=10 76,92
kpsMT I n=12 75,00 n=9 69,23
kpsMT I n=4 25,00 n=3 23,08
fyuA n=13 81,25 n=9 69,23
iutA n=11 68,75 n=9 69,23
PAI n=9 56,25 n=7 53,85
ibeA n=38 50,00 n=4 30,77

Genkombinationen wichtiger Pathogenititsfaktoren innerhalb der Klone

Tabelle IV.7: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 1 (CB)

Pos. | Klon-  [in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=16)
1 1Xx 6,25 | fyuA
sfa/foc + ibeA (2 x)
2| 3X| 1875 srfoc + kpsMT Il
5 1x 6,25 | sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA
sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAl + ibeA
6 3 x| 18,75 sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Ill + fyuA + iutA
fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
7 ox| 1250 sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
’ pap + fim + K1 + kpsMT 1l + fyuA + iutA + PAI
sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl + ibeA
8 4x| 2500 pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
’ hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
9 ox| 1250 hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT IIl + fyuA + iutA + PAI
’ hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
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Tabelle IV.8: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 1 (CB)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=13)
1 1x 7,69 | fim
4 2x| 15,38 fim+ K1 + kpsMT Il + jutA (2 x)
sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + jutA
5 2x| 1538 sfalfoc + fim + K1 + kgsMT Il + fyuA
6 1x 7,69 | fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
7 3x| 2308 pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PA'I
’ sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAl + ibeA (2 x)
8 2 x| 15,38 | hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl (2 x)
9 1X 7,69 | hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
10 1X 7,69 | hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA

1.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten
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Abbildung IV.2: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 1 (CB)

Man kann aus der chronologischen Darstellung der Bandenmuster aus der Rep-PCR ersehen,
wenn ein Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftaucht. AuBerdem ist die Herkunft des
Isolates bzw. der Isolatengruppe, die ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin zu
erkennen. Beispielsweise wird das Rep-PCR-Bandenmuster Nr. 12 zu den Abnahmedaten F, G
und H gefunden, wobei das zugehérige Isolat zum Zeitpunkt F und G aus Urin stammte,
wahrend es zum Datum H aus Stuhl isoliert wurde. Die Proben zum Datum P ergaben zwei
unterschiedliche Bandenmuster, die jeweils in Stuhl- und Urinproben gefunden wurden,
wahrend zum Zeitpunkt R zwei verschiedene Urin- und vier verschiedene Stuhlbandenmuster
auftraten, die zu keinem anderen Zeitpunkt eine Entsprechung fanden.
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——

Nr. der PFGE-Muster
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O
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Datum [Buchstabenkode]

<& 1.Stuhlmuster ¢ 2.Stuhlmuster © 3.Stuhimuster < 4.Stuhlmuster O 1.Urinmuster
O 2.Urinmuster O 3.Urinmuster 4.Urinmuster

Abbildung IV.3: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 1 (CB)

Die chronologische Ordnung der unterschiedlichen PFGE-Bandenmuster zeigt die Verwandt-
schaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zueinander. Man erkennt
persistierende Stdmme und kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder Urinprobe unter-
scheiden. Zum Beispiel persistieren die Stdmme mit dem PFGE-Muster XVIII (18) im Zeitraum
K bis P und kénnen zum Zeitpunkt K aus Stuhl isoliert werden, wéhrend sie zum Zeitpunkt P
sowohl in der Stuhl- wie auch in der Urinprobe zu finden sind.

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

Zur Abbildung IV .4:

Das Diagramm zeigt die chronologische Abfolge der definierten Klone im Beobachtungszeit-
raum dieser Arbeit. Manche Klone kommen sowohl in Stuhl- wie auch in Urinisolaten vor und
sind deshalb auf der Abszisse doppelt vertreten. Man erkennt auf einen Blick, wenn mehrere
Klone gemeinsame PFGE-Muster zeigen. Bei Klonen ohne PFGE-Bandenmuster wurde kein
Isolat zur weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewahlt. Das PFGE-Muster des Isolates 1P1U
(*1KL15) stimmt mit den Mustern von 1K1 und 1K2U (gefunden bei Maibaum, 2003) dberein.
Gleiches gilt analog fiir die Isolate 1P2U und 1P4 (b1 KL17) mit den Isolaten 1K5 und 1K6 bei
Maibaum, 2003. Die Isolate 1Q2U (*1KL19) und 1R2 (“1KL22) zeigen beide dasselbe PFGE-
Bandenmuster Nr. XXX.
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Abbildung IV.4: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 1 (CB)

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Die PFGE-Muster von lIsolat 1M1U und 1M2U sind beide identisch. Die beiden
Varianten haben die Nummer XXIV (Abb. IV.5, Spur 2 und 3). Beide Isolate, obwohl
vom gleichen Untersuchungsdatum am 23.03.1999, zeigen in der MP-PCR unter-

schiedliche Ergebnisse und gehéren daher verschiedenen Klonen an (1KL3 und 1KL4).
Am 13.10.1999 wurde das Stuhlisolat 101 und das Urinisolat 101U abgenommen.
Beide Isolate weisen dasselbe PFGE-Muster (XXVII) auf, so daB man vermuten darf,
daB der aus Urin isolierte Keim aus dem Darmtrakt stammt. Die Abbildung IV.5 (Gel-
spuren 4 und 5) zeigt die PFGE-Muster der beiden Stdmme, die beide demselben Klon
angehoéren, 1KL11.

Zum 08.12.1999 konnte dasselbe Phdnomen nochmals nachgewiesen werden. Wieder
wurden ein Urin- und ein Stuhlisolat, die beide das gleiche PFGE-Muster haben (XVIII),
zum selben Abnahmezeitpunkt detektiert. Es handelt sich um die Isolate 1P2U und
1P4, beide Klon Nummer 17 (Abb. IV.5, Spur 6 und 7).

In der Arbeit von Maibaum (2003) wurde bereits exakt jenes PFGE-Muster (Nummer
XVIIl) gefunden und zwar bei den Stuhlisolaten 1K5 und 1K6, fir die die Proben am
08.10.1998 entnommen wurden. Abbildung IV.6 zeigt in Gel 2 die Muster der Isolate
1K5 und 1P2U nebeneinander. Zwischen dem Abnahmedatum des einen und dem des
anderen Isolates liegt ein Zeitraum von 14 Monaten.
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Die letzten beiden Spuren (8 und 9) des Geles in der Abbildung IV.5 zeigen die PFGE-
Muster des Urinisolates 1Q2U (1KL19), abgenommen am 22.03.2000, und des
Urinisolates 1R2U (1KL22), abgenommen am 14.06.2000. Die PFGE-Muster stimmen
Uberein und haben die Nummer XXX. Hier persistierten also zwei Varianten aus
Urinisolaten mit dem PFGE-Muster XXX Uber einen Zeitraum von knapp drei Monaten.

1 23 456 7 8 9
= AR RTRe= | 1 - PFG-Marker

2 = IM1U (XXIV)
3 = 1M2U (XXIV)
4 = 101U (XXVII)
5=101 (XXVII)
6 = 1P2U (XVIII)
7 = 1P4 (XVIII)

8 = 1Q2U (XXX)
9 = 1R2U (XXX)

Abbildung IV.5: Xbal-Restriktionsmuster persistierender Stamme bei Pat. 1 (CB)

Die Zusammenstellung der PF-Elektrophoresemuster zeigt die Xbal-
Restriktionsmuster von vier Stdmmen, die bei dieser Patientin jeweils
untereinander identisch sind.

1 = PFG-Marker
2=1P1U (XVI)
3 =1K1 (XVI)

4 = PFG-Marker
5 =1K5 (XVIII)
6 =1P2U (XVIII)
7 =1K5 (XVIII)

Gel 1 Gel 2
Abbildung IV.6: Xbal-Restriktionsmuster persistierender Stdmme bei Pat. 1 (CB)
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Zum Untersuchungstermin am 08.12.1999 wurde fir das Urinisolat 1P1U (Klon 1KL15)
das PFGE-Muster XVI nachgewiesen, welches erstmalig am 08.10.1998 in der Arbeit
von Maibaum (2003) aufgetaucht ist, und dort von einem Stuhl- (1K1) und einem
Urinstamm (1K2U) gezeigt wurde. Die Stdmme unterscheiden sich allerdings
hinsichtlich des MP-Profils und des Rep-PCR-Musters, es sind also Varianten. Wie
vorher fUr die Isolate 1P2U und 1P4 sowie ihre korrespondierenden Isolate in Frau
Maibaums Arbeit 1K5 und 1K6, liegt auch hier eine Persistenz Gber 14 Monate vor.

> Fazit:

Es haben also zwei unterschiedliche E. coli Stdmme mit jeweils gleichem PFGE-
Muster je 14 Monate lang persistiert, die beide sowohl in Stuhl- als auch in Urinproben
prasent waren. AuBerdem hat ein Urinstamm knapp drei Monate Uberdauert.

1.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Die Patientin 1 befand sich immer in einem klinisch inaktiven Stadium. Zum Unter-
suchungszeitpunkt N litt die Patientin allerdings unter einer akuten Koxitis (Entziindung
des Huftgelenkes), weswegen sie mit Antibiotika behandelt werden muBte. Es wurde
zu diesem Datum eine asymptomatische Bakteriurie (= ABU) festgestellt. Zum Termin
O und P wurden in den Urinkulturen E. coli Bakterien nachgewiesen, ohne daB sich die
Patientin beeintrachtigt fihlte. Eine Acimethin®-Dauerprophylaxe bestand nicht. Die
folgende Grafik zeigt die Labordaten der Pat. 1 (CB) fiir den Zeitraum dieser Arbeit.

100
H
80 - R
o |
X 60 2 ° 8
= o
3 —
<=t 40 - i}
o
20
858 || 858 @l || ®| |§5 | wOmc womo @cead
0 — :
L M N O P Q R
Datum [Buchstabenkode]
W Vitale Leukozyten O Vitale Epithelzellen
B bakt. AK-Beladung (ACB) O Zytoadharenz

Abbildung IV.7: Nephrologisches Labor der Pat. 1 (CB)

Die beschriebene asymptomatische Bakteriurie zeigt sich zum Datum N
deutlich in den erhobenen Parametern. Die erhdhten Einzelwerte zum
Zeitpunkt L sowie zum Zeitpunkt R kdénnen nicht ausreichend mit der
Klinik der Patientin korreliert werden.
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2. Patientin 2 (HF)

oo, |00, |oo. [od.

sl () "leos|yns € 'Zusisisiad saes

151 uapuelsiua Buntafe|unyng yainp sep ‘ejosiuin @G

3sEld el = | 'aseyd BARY =
pundyazshunyans @il Wnz pungag Jayasiuig-

SLUNJE PALUUEL 0y S8 ap0yUaqelsyang @

¢ W

|0, |od. |&k.

Bh.

woeEl Bl 1L ELL L DL B

i3dJap idd Jap N
LSy aess U3 Y LSy e U1 Y £l ﬂ,x:_un_ﬂ
0002 €062 34 0002 L0600 34 07 dax
ale|os|-UH[ G

PARRILT)Y 9151 o

¥ dd A 1A Ad

£y day 77 17 dey

aje|os|UH § aje| 05| -TYMIg G

0002 1092 34 6661 LL DL Fd

yafow aqeluy away wMIZquapueyl oA JaIENW Way = @
apzod yneyab ajewag ayasidiloueyd = jaidiouey4
UaLILWIOHI0 A Uale| 05| Uasalplag alp (e unuuos suo-
funyansiaun-godd 4ap sne (uMawwnuislsnwuapueg = 44
Buusaiag-yag-day wap sne (ullawunuislsniuapueg =da 4
(uup mzg Yns uoal awyeuusuaqolig Jap Be | = 34

A

bb. [BE.

= [
5l..h

El..E

O Uopy

M dd

61 day
ale|0s|-ulq G
GEGL S0 L S

B0 oy
i#-4d
o) day
gle|0s|-uln 9
GEGLFOFL A

QSFE U0
@ dd

o) day
ale|as|-ulp g
QL 1o

Al o4d

Gl ) day
ale|0s|-]Yynis 9
GEALLOEL T4

bb. [BE, [6R.

8E. BB,
L

ST E o

@ dd

g day
ale|0s|-UH 9
OV g ¥ e | U
[EAREE
§l'2l'yL day

ale|0s|-yms 9
BE6LC LA S

Legende

Klinik

D atum

Labor-Daten

altedaly | - @UIYatiy IulTUN WL Z] YIS W g) auopy /| usqebis ualepallyeuul gue (Mo X ECYnIS K L) 8lejos| 05 (4H) Z ‘yed

Abbildung IV.8: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 2 (HF)
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2.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Haufigkeiten phéano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.9: Phdno- und genotypische Faktorenhdufigkeiten in den Isolaten von Pat. 2 (HF)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt
n=17 [%] n =233 [%] n=>50 [%]
Hly n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
hlyA n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Pap/Prs n=9 52,94 n=1 3,03 n=10 20,00
papA n=2 11,76 n=38 24,24 n=10 20,00
papC n=3 17,65 n=0 0,00 n=3 6,00
papEF n=6 35,29 n=21 63,64 n =27 54,00
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel Il n=0 0,00 n=>5 15,15 n=>5 10,00
Sfa n==6 35,29 n=4 12,12 n=10 20,00
sfa/focDE n=238 47,06 n=7 21,21 n=15 30,00
Fim n=16 94,12 n=25 75,76 n =41 82,00
fimH n=17 100,00 n=25 75,76 n=42 84,00
K1 n=9 52,94 n==6 18,18 n=15 30,00
kpsMT I n=10 58,82 n=10 30,30 n =20 40,00
kpsMT Il n==6 35,29 n=21 63,64 n =27 54,00
fyuA n=9 52,94 n=10 30,30 n=19 38,00
iutA n=11 64,71 n=16 48,48 n =27 54,00
PAI n=10 58,82 n=>5 15,15 n=15 30,00
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n==6 35,29 n=>5 15,15 n=11 22,00
bmaE n=0 0,00 n=6 18,18 n=06 12,00
rfc n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.10: Wichtige Pathogenitéatsfaktoren der Klone von Pat. 2 (HF
[ =
8l i3 b
S8 5/83 g
iy o8 - | = 3
ZS|gB|ES © E | & <
252 |55|25 o | S 2l 32ls|<|z|3|8
$55|83/20| 2| 8| S| & |88 2|5 |2 8%
2KL1?® L S + + 2
2KL2? M S + + + + + 5
2KL3? L S + + + 3
2KL3? L U + + + 3
2KL3? M U + + + 3
2KL42 L S + 4 2
2KL4? M u + + 2
2KL5® | L | S + + 2
2KL5™ | L | U + + 2
2KL5™ | M | U + + 2
2KL6 L U + + + 3
2KL6®™® | M U + + + 3
2KL7 L U + + 2
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2KL8? N u + + 2
2KL9 N U + 1
2KL10 L S + + + + + + + + 8
2KL10 M S + + + + + + + + 8
2KL10 @) U + + + + + + + + 8
2KL11 P u + + 2
2KL12 P U + 1
2KL13 P U + + + 3
2KL14 P S + + 2
2KL15° P S + + + + + + 6
2KL16%¢| P S + + + + + + 6
2KL17% | R u + + + 3
® papEF(+)  ° papA(+) € papC(+)
Tabelle IV.11: Faktorenhdufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 2 (HF)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=9 [%] n=12 [%]

hly n=0 0,00 n=0 0,00

pap n=0 0,00 n=0 0,00

sfalfoc n=2 22,22 n=2 16,67

fim n=9 100,00 n=9 75,00

K1 n=3 33,33 n=2 16,67

kpsMT I n=4 44 44 n=3 25,00

kpsMT Il n=>5 55,56 n=6 50,00

fyuA n=3 33,33 n=2 16,67

iutA n=>5 55,56 n==6 50,00

PAI n=4 44,44 n=1 8,33

ibeA n=1 11,11 n=1 8,33

Genkombinationen wichtiger Pathogenititsfaktoren innerhalb der Klone

Tabelle IV.12: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 2 (HF)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=9)
fim + kpsMT Il (3 x
2 4x| 4444 sfa/focli fim ©%
3 1 X 11,11 | fim + kpsMT Il + jutA
5 1 X 11,11 | fim + kpsMT Il + kpsMT Il + iutA + PAI
6 2x| 22,22 |fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl (2 x)
8 1 x| 11,11 | sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAIl + ibeA

Tabelle IV.13: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 2 (HF)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=12)
fim
1 2x| 16,67 iutA
fim + kpsMT Il (3 x)
2 5x| 41,67 fim+ iutA
K1 + kpsMT 1l
fim + kpsMT Il + iutA (2 X)
3 4 x| 833,33 sfalfoc + fim + iutA
kpsMT 1l + kpsMT Il + fyuA
8 1X 8,33 | sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
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2.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten
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O 1.Urinmuster O 2.Urinmuster

Abbildung IV.9: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 2 (HF)

Durch die chronologische Darstellung der Rep-PCR-Bandenmuster ist ersichtlich, wenn ein und
dasselbe Muster mehrfach auftaucht. AuBerdem ist eine Unterscheidung nach Herkunft des
Isolates bzw. der Isolatengruppe, namlich aus Stuhl oder Urin, mdglich. Wenn zu einem Ab-
nahmedatum keine Bandenmuster existieren, liegt das daran, daB keine Isolate aus den Proben
hergestellt werden konnten. Aus dem Diagramm kann man zu den Daten L bis N beispielsweise
das Bandenmuster 18 ablesen, das zum Zeitpunkt L sowohl in Proben aus Stuhl als auch aus
Urin auftaucht und noch weitere zwei Untersuchungstermine lang in Urinisolaten zu finden ist.

Zur Abbildung 1V.10:

Die chronologische Ordnung der Bandenmuster aus der Untersuchung mit PFGE zeigt die Ver-
wandtschaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zueinander. Persis-
tierende Stdmme sind schnell erkennbar und man kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder
Urinprobe unterscheiden. In diesem Diagramm sieht man, da Stdmme mit dem Muster IV von
Zeitpunkt E (in Urin- und Stuhlprobe) bis zum Zeitpunkt M (in Stuhlprobe) nachweisbar sind.
Ansonsten persistieren bei dieser Patientin nur noch zwei weitere Stdmme, erkennbar an den
PFGE-Mustern Xl (I bis K) und XII (K bis L). Wenn zu bestimmten Untersuchungszeitpunkten
keine Eintrdge zu sehen sind, liegt das analog zum Verlauf der Rep-PCR-Muster (s.0.) daran,
daB keine Isolate angezlichtet werden konnten, oder aber daran, daB kein Isolat dieses
Zeitpunktes zur weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewahit wurde.

Zur Abbildung IV.11:

Die Grafik veranschaulicht die chronologische Reihenfolge der definierten Klone mit ihren
zugehorigen Rep-PCR- und PFGE-Bandenmustern im Beobachtungszeitraum dieser Arbeit.
Manche Klone sind auf der Abszisse doppelt aufgetragen, weil sie sowohl in Stuhl- wie auch in
Urinisolaten vorkommen. Wenn ein Klon kein PFGE-Muster zeigt, so wurde kein Isolat dieses
Klones zur weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewanhlt. Die Isolate 2L4 (*2KL10) und 2M1
(®2KL10) aus dieser Arbeit sowie die Isolate 2E1U, 2E2U, 2G1 und 2G6 aus der Arbeit von
Brauchle (2002) zeigen alle das PFGE-Muster IV. Das Isolat 201U (°2KL10) zeigt im PFGE-
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Muster einen einzigen Bandenshift und ist ansonsten mit allen vorher genannten lIsolaten

identisch. Es hat die PFGE-Muster-Nummer XV (siehe folgende Abschnitte).
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Abbildung IV.10: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 2 (HF)

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen
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Abbildung IV.11: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 2 (HF)
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Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Der Untersuchungstermin vom 16.12.1998 erbrachte u.a. das Stuhlisolat 2L4 (Klon
2KL10). Zur Wiedervorstellung der Patientin am 13.01.1999 wurde aus der Stuhlprobe
das Isolat 2M1 (ebenfalls 2KL10) gewonnen. Beide Isolate zeigen das PFGE-Muster
mit der Nummer IV. Sie sind in Abbildung IV.12 in Spalte 4 und 5 des Pulsfeldgeles zu
sehen. Es handelt sich also bei diesem Stamm um eine bewiesene Persistenz im
Darmtrakt fir ca. vier Wochen. Das PFGE-Muster beider Stuhlisolate (2L4 und 2M1)
wurde jedoch schon sehr viel friher in der Arbeit von Brauchle (2002) zum ersten Mal
nachgewiesen. In jener Arbeit trat das PFGE-Muster IV zu zwei unterschiedlichen
Abnahmedaten in Urin- und Stuhlisolaten auf. Das Stuhlisolat 2E1 und die Urinisolate
2E1U und 2E2U vom 23.07.1997 sowie die Stuhlisolate 2G1 und 2G6 vom 07.01.1998
gehoren zu einem Klon (2KL10). Das Muster der DNA-Auftrennung des Isolates 2E1U
(Spuren 2 und 3) findet sich in der Abbildung IV.12 neben den Mustern der beiden
Stamme 2L4 und 2M1, mit denen es exakt gleich ist. Dies bedeutet Persistenz eines
Stammes fur Uber 17 Monate.

Es wurde noch ein weiterer persistierender Stamm gefunden, allerdings nur innerhalb
von Stuhlisolaten. Das Isolat 2K1, gefunden bei Maibaum (2003) am 21.10.1998 sowie
das Isolat 2L2 vom 16.12.1998 wiesen dieselben PFGE-Muster auf (Abb. IV.12, Spur 8
und 9). Dieser Stuhlstamm wurde also fir knapp sieben Wochen nachgewiesen.

1 = PFG-Marker
2=2E1U (IV)
3=2E1U (IV)
4=214 (
5=2M1 (IV)
(
(

Bandenshift

In der Spur 6 sieht
man im Bereich von
etwa 320 kb deutlich

den genannten
Bandenunterschied.

Abbildung IV.12: Xbal-Restriktionsmuster persistierender Stamme bei Pat. 2 (HF)
Diese Zusammenstellung der Bandenmuster zeigt, welche Stdmme unterein-

ander gleich sind. In Spur 6 erkennt man einen Stamm, der sich von den vorher-
gehenden nur im Bereich etwa zwischen 290 und 340 kb abhebt.
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Detektion von DNA-Umlagerungen mit Hilfe der PFGE
Wie bereits angedeutet, wurde bei Pat. 2 (HF) eine Besonderheit gefunden. Zum

Abnahmedatum am 21.07.1999 wurde das Isolat 201U aus Urin isoliert. Wie aus dem
Xbal-Restriktionsmuster in Abbildung V.12 (Markierung) ersichtlich, handelt es sich
hierbei um einen Stamm, der mit den anderen in diesem Gellauf aufgetragenen
Stammen, die zuvor schon beschrieben wurden, verwandt ist. In der Spur 6 des Geles
erkennt man, daB sich dieser Stamm von den anderen nur durch eine einzige
Bandenverschiebung (Bandenshift) unterscheidet.

In der nachfolgenden Tabelle sind die verwandten Isolate noch einmal mit ihren
phanotypischen und genotypischen Merkmalen separat aufgelistet. Man erkennt die
hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse. Es sei darauf hingewiesen, daB der Test auf
iutA beim Isolat 2E1U negativ war, wahrend der Gentest bei den Ubrigen Stdmmen
positiv ausfiel. Es handelt sich bei 2E1U also definitionsgemaB um eine genotypische
Variante. Die phanotypischen Tests auf Pap/Prs sind bei den Stuhlisolaten 2L4 und
2M1 falsch positiv.

Tabelle IV.14: Isolate von Pat. 2 (HF) mit einer Persistenzdauer von ungefahr zwei Jahren
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Erwahnt sei an dieser Stelle auBerdem noch, daB alle drei Doktoranden Pulsfeldbl6ck-
chen erhielten, die in der Pulsfeldgelelektrophorese nicht oder nur als Schmierfilm
erschienen und auch bei veranderten Bedingungen keine Banden lieferten. Fir die
Isolate, bei denen so etwas vorkam, wurde in den Ergebnistabellen in der Spalte fir die
PFGE-Muster-Nummern ,n.a.“ (nicht auswertbar) eingetragen. Bei dieser Patientin
waren folgende Isolate nicht verwertbar: 2G1U, 2H1U, 2H5U, 211U, 214U, 2I6U, 2K1U,
2L1, 2L1U, 2M1U und zuletzt 2N1U. Bei dieser unerwartet hohen Anzahl an nicht
verwertbaren Bandenmustern, fallt besonders auf, daB es sich fast ausschlieBlich um
Urinstdmme handelt (1:10).

> Fazit:

Es wurde ein Stamm gefunden, der eine Persistenz Uber einen Zeitraum von zwei
Jahren sowohl im Stuhl als auch im Urin der Patientin 2 zeigt und auBerdem in
genomisch unterschiedlicher Variation (evil. DNA-Umlagerung) vorzuliegen scheint.
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2.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Patientin 2 fUhlte sich zu allen Untersuchungen gesund. Sie zeigte zu keinem der
Kontrolltermine eine akute Symptomatik. Soweit abgenommen, waren alle Urinkulturen
negativ. Die Patientin 2 stand fir die gesamte Dauer dieses Studienzeitraumes unter
einer Dauertherapie mit Acimethin® (= L-Methionin zur Harnansauerung). Im folgenden
sind die Werte des Nephrologischen Labors flr die Patientin Gber den Untersuchungs-

zeitraum hinweg dargestellt.
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Abbildung IV.13: Nephrologisches Labor der Pat. 2 (HF)

Die erhdhten Laborparameter in der Grafik korrelieren nicht mit dem Allgemeinzustand der
Patientin. Sie scheinen vielmehr Ausdruck der Chronizitdt der Pyelonephritis zu sein. Die
niedrigen Werte zum Zeitpunkt P wie auch S, wo alle Parameter erfaBt werden konnten, stehen
etwas im Widerspruch zu den vereinzelt stark erhéhten Werten zu den Terminen L, M und N,
wo die Werte nur unvollstandig erfaBt werden konnten. Zu den Untersuchungsterminen Q und R

sind keine Daten vorhanden.
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3. Patientin 3 (CG)
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Abbildung IV.14: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 3 (CG)
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3.1. Phéanotypische und genotypische Ergebnisse
Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.15: Phano- und genotypische Faktorenhaufigkeiten in den Isolaten von Pat. 3 (CG)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt

n=27 [%] n =34 [%] n=61 [%]
Hly n=13 48,15 n=4 11,76 n=17 27,87
hlyA n=12 44 44 n=4 11,76 n=16 26,23
Pap/Prs n=7 25,93 n==6 17,65 n=13 21,31
papA n=3 29,63 n=7 20,59 n=15 24,59
papC n=3 29,63 n=7 20,59 n=15 24,59
papEF n=15 55,56 n=22 64,71 n =37 60,66
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel Il n=11 40,74 n=16 47,06 n=27 44,26
Sfa n=5 18,52 n=0 0,00 n=5 8,20
sfa/focDE n =20 74,07 n=19 55,88 n=239 63,93
Fim n=18 66,67 n=15 44,12 n =33 54,10
fimH n=17 62,96 n=25 73,53 n=42 68,85
K1 n=13 48,15 n=11 32,35 n=24 39,34
kpsMT I n=13 48,15 n=10 29,41 n=23 37,70
kpsMT Il n=6 22,22 n=17 50,00 n=23 37,70
fyuA n=13 48,15 n=22 64,71 n=235 57,38
utA n=18 66,67 n=22 64,71 n =40 65,57
PAI n=38 29,63 n=7 20,59 n=15 24,59
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=1 3,70 n=3 8,82 n=4 6,56
bmaE n=0 0,00 n=>5 14,71 n=5 8,20
rfc n=>5 18,52 n=1 2,94 n==6 9,84

Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.16: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 3 (CG)

8| .= w

N Sl o7 o

o| 2D ()

iTm Q| ® "~ _ — o

Sles|E5 . - | e =

£5E£128/2%) .| 2| 5 s 2lsl<clz 5 ¢
cho|8al2e| 2| I |G| &8 & |3 |88 %
3KL1 P S + + + 3
3KL2 P S + + + + 4
3KL3 P S + + + 3
3KL4 P S 0
3KL5 P S + 1
3KL6 P S 0
3KL7 P U + + 2
3KL8? Q S + + + 3
3KL9 Q S + + + + + + + + 8
3KL10% | Q S 4 1
3KL11 Q S + 1
3KL12% | Q U + + + + 4
3KL13* | Q U + + + + 4
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Tabelle IV.17: Faktorenh&ufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 3 (CG)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=17 [%] n=13 [%]
hly n=28 47,06 n=3 23,08
pap n=4 23,53 n=>5 38,46
sfa/foc n=11 64,71 n=9 69,23
fim n=10 58,82 n=11 84,62
K1 n==6 35,29 n=7 53,85
kpsMT | n==6 35,29 n==6 46,15
kpsMT Il n=3 17,65 n=>5 38,46
fyuA n=~6 35,29 n=9 69,23
iutA n=10 58,82 n=10 76,92
PAI n=4 23,53 n=>5 38,46
ibeA n=1 5,88 n=2 15,38

Genkombinationen wichtiger Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone

Tabelle IV.18: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 3 (CG)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=17)
0 2x| 11,76
iutA
1 3x| 17,65 | kpsMT I
sfa/foc
hly + sfalfoc + iuth (2 x)
3 4 x| 23,53 | hly + sfalfoc + fim
fim + kpsMT Il + jutA
hly + sfalfoc + fim + iutA
4l 2x| 76| T eT Il + iutA
5 1X 5,88 | sfa/foc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA
7 1X 5,88 | sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
8 ox| 11.76 hly + pap + gfa/foc + fim + K1 + kpsMT I + fyuA + PAI
’ hly + pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
9 2 x| 11,76 | hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl (2 x)
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Tabelle 1V.19: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 3 (CG)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=13)

fim + fyuA
2x| 15,38 | oMT Il + iutA

1x 7,69 | sfalfoc + fim + iutA

sfal/foc + fim + kpsMT Ill + fyuA

4 4 x| 30,77 | fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA
sfa/foc + fim + kpsMT Ill + iutA (2 x)
5 1X 7,69 | sfalfoc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA
7 1 X 7,69 | pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
8 1X 7,69 | pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
9 1 X 7,69 | hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
10 2 x| 15,38 hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + jutA + PAl + ibeA (2 x)

3.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten
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Abbildung IV.15: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 3 (CG)

Man kann aus der chronologischen Darstellung der Rep-PCR-Bandenmuster ersehen, wann ein
und dasselbe Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftaucht. AuBerdem ist die Herkunft
des lIsolates bzw. der Isolatengruppe, die ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin zu
erkennen. Zum PE-Datum F gibt es kein Bandenmuster, weil keine Isolate aus den Proben
angezichtet werden konnten. Aus der Abbildung kann man beispielsweise erkennen, daB das
Bandenmuster 5 Uber lange Zeitrdume hinweg immer wieder vorkommt, sowohl in Proben aus
Stuhl als auch in Proben aus Urin. Zum Zeitpunkt T und U verhélt es sich mit Bandenmuster 29
ahnlich. Das Muster 12 kommt gleichzeitig in Proben aus Stuhl und Urin zum Datum G vor.
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Abbildung IV.16: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 3 (CG)

Die chronologische Anordnung aller PFGE-Bandenmuster zeigt die Verwandtschaftsbeziehung
aller mit PFGE untersuchten Isolate zueinander. Man erkennt Persistenzen nach ihrer Herkunft
aus Stuhl- oder Urinprobe. Bei dieser Patientin z.B. fallen die Stdamme mit PFGE-Muster V auf.
Sie lassen sich vom Zeitpunkt C (in der Stuhlprobe) bis O (in Stuhl- und Urinprobe) nachweisen.
PFGE-Muster XXV zeigt eine weitere Persistenz (von T bis U). Zum Zeitpunkt F konnten aus
den Proben keine E. coli Stdmme isoliert werden und zum Zeitpunkt E wurde kein Isolat zur
Untersuchung ausgewahlt.

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

Zur Abbildung IV.17:

Das Diagramm zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeit-
raum dieser Arbeit. Die Grafik integriert sowohl die Rep-PCR- wie auch die PFGE-Muster.
Manche Klone umfassen sowohl Stuhl- als auch Urinisolate und sind somit auf der Abszisse
doppelt vertreten. Man sieht auf einen Blick, wenn ein PFGE-Muster bei unterschiedlichen
Klonen vorkommt. Klone ohne PFGE-Bandenmuster zeigen, daB kein Isolat zur weiteren
Untersuchung mit PFGE ausgewahlt wurde. Isolat 3P2 (*3KL1) ist identisch mit 3Q1 (*3KL8)
des nachsten Abnahmedatums. Die Isolate 3P1U, 3P2U und 3P6U (alle b3KL7) sind in analoger
Weise mit dem Isolat 3Q6U (b3KL13), gefunden zum nachsten Untersuchungstermin, identisch.
Dasselbe gilt fiir die Isolate 3T1U und 3U1U (beide °3KL19). Die Isolate 3T1U (d3KL19), 3T5U
(dSKL20) und 3T1 (d3KL21) sind Varianten und zeigen alle dasselbe PFGE-Muster XXV.
Dasselbe gilt analog wieder fir zwei Isolate des nachsten PE-Datums: Varianten 3U4U
(®3KL27) und 3U2 (°3KL28). Sie haben Bandenmuster Nr. XXVII gemeinsam.
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Abbildung IV.17: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 3 (CG)

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Am 18.11.1998 wurde das Stuhlisolat 3P2 (Klon 3KL1) bei dieser Patientin abge-
nommen und am 20.01.1999 das Stuhlisolat 3Q1 (Klon 3KL8). Beide Isolate zeigen
das PFGE-Muster XIX. Somit wurde die Persistenz dieser Varianten im Stuhl fir ca.

zwei Monate nachgewiesen. Die Abbildung V.18 zeigt in den Spuren 2 und 3 des
ersten Geles die DNA-Bandenmuster der beiden Isolate nebeneinander.

Fir dieselben Entnahmedaten wurde auch eine Persistenz unter Varianten aus Urin-
stdmmen festgestellt (3P1U und 3Q6U in den Spuren 4 und 5 des linken Gelfotos von
Abb. 1V.18). Zum 18.11.1998 wurde bei drei Urinisolaten (alle Klon 3KL7) das PFGE-
Muster XX detektiert: bei 3P1U, 3P2U und bei 3P6U (Abb. 1V.18, Gel 2). Dasselbe
Muster findet sich fir das Isolat 3Q6U (Klon 3KL13) noch einmal wieder, das aus einer
Probe vom 20.01.1999 gewonnen wurde. Wie zuvor, so besteht auch hier eine
Persistenz fur ca. zwei Monate, dieses Mal in Urinproben.

Unter den Proben des Abnahmedatums vom 22.09.1999 befanden sich die beiden
Urinisolate 3T1U und 3T5U (Klone 3KL19 und 20) und das Stuhlisolat 3T1 (3KL21), die
alle das PFGE-Muster XXV aufwiesen und somit als Varianten vorliegen. Die Spuren 2,
4 und 5 des ersten Geles der Abbildung IV.19 zeigen das Muster XXV fir die
genannten Isolate. Zum nédchsten Untersuchungsdatum am 08.12.1999 wurde dieses
Bandenmuster nochmals bei Urinisolat 3U1U (Klon 3KL19, Abb. IV.19, Spur 8)
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entdeckt. Zum Vergleich ist ein Muster von einem der 0.g. Stdmme zu sehen. Es liegt
hier also der Nachweis vor, daB ein Urinstamm Uber ca. zehn Wochen dauerhaft
vorhanden war. Desweiteren wurden aus der Entnahme vom 08.12.1999 noch das
Urinisolat 3U4U (3KL27) und das Stuhlisolat 3U2 (3KL28) gewonnen (Varianten),
deren PFGE-Muster (XXVII) identisch sind (Abb. IV.19, Gel 3).

123 45 6 78 910

1 = PFG-Marker
2 = 3P2 (XIX)

3 =3Q1 (XIX)

4 =3Q6U (XX)
5 =3P1U (XX)
6 = PFG-Marker
7 =3P1U (XX)
8 = 3P2U (XX)
9 = 3P6U (XX)
10=3Q1 (XIX)

Gel 1 Gel 2
Abbildung IV.18: Xbal-Restriktionsmuster persistierender Stdmme bei Pat. 3 (CG)
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7 = 3T1U (XXV)
8 =3U1U (XXV)
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Abbildung IV.19: Xbal-Restriktionsmuster persistierender Stdmme bei Pat. 3 (CG)
Gel 1 und 3 zeigen Stdmme, die zum selben Zeitpunkt in Stuhl und Urin

nachweisbar waren. In Gel 2 sieht man einen Urinstamm, der zu verschiedenen
Zeiten gefunden wurde.
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> Fazit:

Bei Pat. 3 (CG) wurden in dieser Arbeit drei persistierende Stdamme gefunden, die
jeweils nicht langer als zehn Wochen nachgewiesen werden konnten. An zwei
verschiedenen Untersuchungsdaten wurden je ein gleicher Stamm sowohl in Urin als

auch in Stuhl entdeckt.

3.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Diese Patientin war Uber den gesamten Beobachtungszeitraum Kklinisch unaufféllig.
Zum Untersuchungstermin U wurde in der Urinkultur eine leicht erhéhte Zahl von
Lactobakterien gefunden: 10° Keime pro ml Urin. Dieser Wert gilt als beweisend fiir
eine Bakteriurie. Auch diese Patientin hatte wahrend des gesamten Untersuchungs-
zeitraumes dieser Arbeit Acimethin® als Dauermedikation. Nachstehendes Diagramm
zeigt die Werte des Nephrologischen Labors zu den einzelnen Untersuchungs-

terminen.
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Abbildung IV.20: Nephrologisches Labor der Pat. 3 (CG)

Die vereinzelt erhdhten Werte im Diagramm lassen sich nicht mit dem subjektiven Befinden der
Patientin Uberein bringen. Eine gewisse bakterielle Besiedlung scheint flr die Patientin normal
und darfte am ehesten Ausdruck der chronischen Pyelonephritis sein.
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4. Patientin 5 (EM)
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Abbildung IV.21: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 5 (EM)
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V. Ergebnisse

4.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Haufigkeiten phéano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.20: Phano- und genotypische Faktorenhdufigkeiten in den Isolaten von Pat. 5 (EM)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt
n=12 [%] n=13 [%] n=25 [%]
Hly n=0 0,00 n==6 46,15 n==6 24,00
hlyA n=0 0,00 n==6 46,15 n==6 24,00
Pap/Prs n=~6 50,00 n=1 7,69 n=7 28,00
papA n=1 8,33 n=11 84,62 n=12 48,00
papC n=1 8,33 n==6 46,15 n=7 28,00
papEF n=1 8,33 n==6 46,15 n=7 28,00
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel Il n=0 0,00 n=6 46,15 n==6 24,00
Sfa n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
sfa/focDE n=0 0,00 n=6 46,15 n==6 24,00
Fim n==6 50,00 n=13 100,00 n=19 76,00
fimH n=11 91,67 n=13 100,00 n=24 96,00
K1 n==6 50,00 n=7 53,85 n=13 52,00
kpsMT I n==6 50,00 n=13 100,00 n=19 76,00
kpsMT Il n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
fyuA n==6 50,00 n=13 100,00 n=19 76,00
iutA n=11 91,67 n=7 53,85 n=18 72,00
PAI n=1 8,33 n==6 46,15 n=7 28,00
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=>5 41,67 n=13 100,00 n=18 72,00
bmaE n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
rfc n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.21: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 5 (EM)
3 £ "
| glex o
I &|&2 _ | = 8
LSS |eB|ES o c | c =
25c|536|20 S S | = | « |« ©
6582|802 | 8| S| & || 8|8 2|5|F| 8%
5KLA1 D u + + + + + + + + 8
5KL2 D S + + 2
5KL3 D S 0
5KL4 E S + 4 4 + 4 + + 7
5KL5 E u + + + + + + 6
5KL5 F S 4 4 + + + + 6
5KL6? F U + + + + + + 6
® papA(+)
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Tabelle IV.22: Faktorenhdufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 5 (EM)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=4 [%] n=3 [%]
hly n=0 0,00 n=1 33,33
pap n=1 25,00 n=1 33,33
sfalfoc n=0 0,00 n=1 33,33
fim n=3 75,00 n=3 100,00
K1 n=2 50,00 n=2 66,67
kpsMT | n=2 50,00 n=3 100,00
kpsMT Il n=0 0,00 n=0 0,00
fyuA n=2 50,00 n=3 100,00
iutA n=3 75,00 n=2 66,67
PAI n=1 25,00 n=1 33,33
ibeA n=1 25,00 n=3 100,00

Genkombinationen wichtiger Pathogenitétsfaktoren innerhalb der Klone
Tabelle IV.23: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 5 (EM)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl |(n=4)
0 1x| 25,00
2 1 x| 25,00] fim+ iutA
6 1 x| 25,00 |fim+ K1+ kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
7 1x| 25,00 pap+ fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI

Tabelle IV.24: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 5 (EM)

Pos. | Klon- in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=3)

6 2x| 66,67 |fim+ K1+ kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (2 x)

8 1 x| 33,33 | hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA
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4.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse

Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten
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Datum [Buchstabenkode]
\<> 1.Stuhlmuster ¢ 2.Stuhlmuster O 1.Urinmuster O 2.Urinmuster\

Abbildung IV.22: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 5 (EM)

Aus der chronologischen Darstellung der Rep-PCR-Bandenmuster kann man ersehen, wann
gleiche Muster auftauchen. Auch die Herkunft aus Stuhl oder Urin des Isolates bzw. der Iso-
latengruppe, die ein Bandenmuster bildet, ist zu erkennen. Beispielsweise kommt das Muster
12 zum Zeitpunkt E (in Urinproben) und zum Zeitpunkt F (in Stuhl- und Urinproben) vor. Zum

Datum G konnten keine Isolate aus den Proben angeziichtet werden.

11
L[ e e €----- -1
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Abbildung IV.23: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 5 (EM)

Die chronologische Anordnung der PFGE-Bandenmuster stellt die Verwandtschaftsbeziehung
aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zueinander dar. Man erkennt Persistenzen und
kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder Urinprobe unterscheiden. Bandenmuster VI
persistiert Gber den Zeitraum B bis D, jedoch nur in Urinstdmmen, wahrend Muster X zum
Datum F auch in der Stuhlprobe nachweisbar ist. Analog zur vorherherigen Grafik gibt es zum
Datum G keine Muster, weil aus den Proben keine Isolate angeziichtet werden konnten.

75



IV. Ergebnisse

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

Nr. der Rep-PCR-Muster
& Nr. der PFGE-Muster
O
*

Klone (Datum [Buchstabenkode])
¢ Stuhl (Rep-PCR) O Urin (Rep-PCR) # Stuhl (PFGE) @ Urin (PFGE)
Abbildung IV.24: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 5 (EM)

Das Diagramm zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeit-
raum dieser Arbeit. Es sind sowohl die Rep-PCR- wie auch die PFGE-Muster dargestellt.
Manche Klone kommen sowohl in Stuhl- wie auch in Urinproben vor und sind somit auf der
Abszisse doppelt vertreten. Bei Klonen ohne ein PFGE-Bandenmuster wurde kein Isolat zur
weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewéhlt. Das Isolat 5D1U (*5KL1) aus dieser Arbeit zeigt
das PFGE-Muster VI zusammen mit dem Isolat 5B1U aus der Arbeit von Brauchle (2002) und
den Isolaten 5C1U bis 5C3U und 5C6U aus der Arbeit von Maibaum (2003). Das PFGE-Muster
VIl hat das Isolat 5D1 (b5KL2) mit den Isolaten 5C1 und 5C6 (Maibaum, 2003) gemeinsam.

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Das Urinisolat 5D1U (5KL1) vom 19.05.1999 zeigt das gleiche PFGE-Muster wie das
Isolat 5B1U vom 10.12.1997 aus der Arbeit von Brauchle (2002). Diese Muster sind
auch identisch mit denen der Isolate 5C1U, 5C2U, 5C3U und 5C6U vom 25.03.1998
aus der Arbeit von Maibaum (2003). Das bedeutet, daB Urinstimme mit dem PFGE-
Muster VI bei dieser Patientin Uber einen Zeitraum von 17 Monaten persistierten. In der

nachsten Abbildung sind die DNA-Bandenmuster fir die Urinisolate nebeneinander
dargestellt.

Vom 19.05.1999 gibt es ein weiteres Isolat, dessen PFGE-Muster mit einem schon
friher gefundenen Stamm Ubereinstimmt. Es handelt sich um das Stuhlisolat 5D1
(5KL2), dessen PFGE-Muster (VII) bereits von Maibaum (2003) erstmals detektiert
wurde, und zwar bei den Isolaten 5C1 und 5C6 am 25.03.1998. Das entspricht also
einer Persistenz von fast vierzehn Monaten (siehe Abb. 1V.25, Gel 1, Spuren 5 und 6).
Weiterhin wurde bei dieser Patientin am 13.10.1999 das Urinisolat 5E1U (5KL5)
gefunden, das sich als Variante mit dem Urinisolat 5F1U (5KL6), das am 05.01.2000
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isoliert wurde, das PFGE-Muster X teilt. Diese Urinstdmme sind somit fir die Dauer
von fast drei Monaten nachgewiesen worden. Gleichzeitig konnte das PFGE-Muster X
auch noch far ein Stuhlisolat zum Abnahmedatum am 05.01.2000 nachgewiesen
werden. Es handelt sich hierbei um das Isolat 5F1 (5KL5). Die DNA-Bandenmuster
dieses Stuhlstammes und der beiden o.g. Urinstdmme sind in Gel 2 der Abbildung
IV.25 nebeneinander zu sehen.

> Fazit:

Bei Pat. 5 (EM) sind drei unterschiedlich lange Persistenzen entdeckt worden: eine fur
zwei Monate, eine fir zehn Monate und eine Persistenz far 17 Monate. AuBBerdem
wurde zum Zeitpunkt F derselbe Stamm sowohl in Stuhl als auch in Urin nachge-

wiesen.

1 = PFG-Marker
2=5B1U (VI)
3=5C1U (VI)

4 =5D1U (VI)
5=5C1 (VI

6 =5D1 (VII)

7 = PFG-Marker
8 =5E1U (X)

9 =5F1U (X)
10=5F1 (X)

Gel 1 Gel 2

Abbildung IV.25: Xbal-Restriktionsmuster persistierender E. coli Stimme bei Pat. 5 (EM)
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4.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Diese Probandin hatte zu ihren Terminen durchweg negative Urinkulturen, trotz einer
starken bakteriellen Konzentration im Urinsediment zum Zeitpunkt D. Fir sie wurde
kurz nach dem Untersuchungstermin E das Antibiotikum Cotrimoxazol fur finf Tage
verordnet, weil sie klinische Symptome einer neuerlichen Harnwegsinfektion bot. Die
Patientin unterzog sich im Februar 2000 einer Ureterstumpfresektion (ein Monat nach
Termin F und zwei Monate vor Termin G). Der Stumpf, der Uberbleibsel einer
(einseitigen) Nephrektomie (von 1981) war, stand im Verdacht Keimreservoir flr ihr
chronisches Leiden zu sein. Die Patientin hatte keine Acimethin®-Dauerprophylaxe. Im
AnschluB ist nun das Diagramm zum zeitlichen Verlauf der nephrologischen Labor-
parameter fir diese Patientin zu sehen.

100
80 -
2 60 | 3
— o (=)
g o
< 40 5 & _ 8
o
20 g
o o o o (] o o o o
H 0O B | | ] | ]
0 u [ ]
D E F G
Datum [Buchstabenkode]
W Vitale Leukozyten O Vitale Epithelzellen
B bakt. AK-Beladung (ACB) O Zytoadharenz

Abbildung IV.26: Nephrologisches Labor der Pat. 5 (EM)
Alle Laborparameter scheinen lediglich ein Spiegel der chronischen Grund-

erkrankung zu sein und korrelieren scheinbar gut mit dem Wohlbefinden
der Patientin.
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5. Patientin 8 (US)
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Abbildung IV.27: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 8
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IV. Ergebnisse

5.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse
Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.25: Phano- und genotypische Faktorenhaufigkeiten in den Isolaten von Pat. 8 (US)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt

n =31 [%] n=232 [%] n =63 [%]
Hly n=_8 25,81 n=27 84,38 n =35 55,56
hlyA n=38 25,81 n=27 84,38 n =35 55,56
Pap/Prs n=0 0,00 n =31 96,88 n =31 49,21
papA n=3 25,81 n=25 78,13 n =33 52,38
papC n=11 35,48 n =31 96,88 n=42 66,67
papEF n=9 29,03 n=27 84,38 n =36 57,14
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel Il n=10 32,26 n =27 84,38 n =37 58,73
Sfa n=0 0,00 n=17 53,13 n=17 26,98
sfa/focDE n=10 32,26 n =27 84,38 n =37 58,73
Fim n=19 61,29 n=28 87,50 n =47 74,60
fimH n =28 90,32 n=28 87,50 n =56 88,89
K1 n=5 16,13 n=21 65,63 n =26 41,27
kpsMT I n=18 58,06 n =27 84,38 n =45 71,43
kpsMT Il n=5 16,13 n=0 0,00 n=5 7,94
fyuA n=17 54,84 n=27 84,38 n=44 69,84
jutA n=22 70,97 n=11 34,38 n=233 52,38
PAI n=10 32,26 n=230 93,75 n =40 63,49
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=14 45,16 n=18 56,25 n=232 50,79
bmaE n=1 3,23 n=0 0,00 n=1 1,59
rfc n=0 0,00 n=>5 15,63 n=5 7,94

Wichtige Pathogenitdtsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.26: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 8 (US

[ =

__| g3 o

o= 5|35 @

Ty o ® — = Q

- Cle2|55 g c | & =
Qe c|S6|=2h RS S | S _ @
$65/ 8284 2 8|8 &8 2 B B|E| S8 &
8KL1 H S + + 2
8KL2 H S + + + + + + + + 8
8KL2 H U + + + + + + + + 8
8KL2 I S + + + + + + + + 8
8KL3 I S + + + + + + + + 8
8KL4 | S + + + + + 5
8KL5 K S + + 2
8KL6 ™ L u + + + + + 5
8KL7 L U + + + + + + 6
8KL8 L S + + + + 4
8KL9 L S + + + + 4
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Tabelle IV.27: Faktorenhdufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat.

® papEF(+)

PCR-getestete

Positive Klone

Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=19 [%] n=11 [%]
hly n=3 15,79 n=38 72,73
pap n=3 15,79 n=7 63,64
sfal/foc n=4 21,05 n=28 72,73
fim n=16 84,21 n=9 81,82
K1 n=5 26,32 n=28 72,73
kpsMT | n=12 63,16 n=9 81,82
kpsMT Il n=>5 26,32 n=0 0,00
fyuA n=10 52,63 n==8 72,73
jutA n=12 63,16 n=4 36,36
PAI n=4 21,05 n=9 81,82
ibeA n=12 63,16 n=7 63,64
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Genkombinationen wichtiger Pathogenitétsfaktoren innerhalb der Klone
Tabelle 1V.28: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 8 (US)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=19)
3x| 1579 fim + fyuA

fim+ iutA (2 x)

1X 5,26 | fim + kpsMT Ill + iutA

fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2 x)
fim + kpsMT Il + iutA + ibeA
fim + kpsMT I + fyuA + iutA
K1 + kpsMT Il + iutA + ibeA (3 x)

4 7x| 36,84

sfalfoc + fim + fyuA + PAI + ibeA
4 x| 21,05|fim+ kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2 x)
fim + K1 + kpsMT |l + iutA + ibeA

1x 5,26 | hly + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + ibeA

1X 5,26 | pap + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl + ibeA

[ecdaN]{e)] (é]

2 x| 10,53 | hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl (2 x)

Tabelle 1V.29: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 8 (US)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=11)

hly + sfalfoc + fim + fyuA + PAI

5 2x| 18,18 | pjy s sfalfoc + K1 + KpsMT Il + ibeA

hly + pap + sfalfoc + fim + fyuA + PAI

6 3x| 27,27 | fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA +ibeA
hly + sfa/foc + K1 + kpsMT 1l + PAI + ibeA
7 1X 9,09 | pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
8 3x| 27,27 | pap + fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT |l + PAl + ibeA
9 2 x| 18,18 | hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAl + ibeA (2 x)

5.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten

Zur Abbildung IV.28:

Man kann aus der chronologischen Darstellung der Bandenmuster aus der Rep-PCR ersehen,
wann ein und dasselbe Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftaucht. AuBerdem ist die
Herkunft des Isolates bzw. der Isolatengruppe, die ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin
zu erkennen. Aus diesem Diagramm erkennt man beispielsweise, daB das Rep-PCR-Muster 33
von Zeitpunkt N, wo es in Stuhl- und Urinprobe vorkommt, bis zum n&chsten Zeitpunkt O, wo es
in der Urinprobe vorkommt, nachweisbar ist.

Zur Abbildung IV.29:

Die chronologische Ordnung der unterschiedlichen Bandenmuster aus der Untersuchung mit
PFGE zeigt die Verwandtschaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zuein-
ander. Man erkennt persistierende Stdmme und kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder
Urinprobe unterscheiden. Bei dieser Patientin ist das PFGE-Muster XXVI besonders interes-
sant: Es wird sowohl in Stdmmen der Stuhl- als auch Urinprobe des Datums N gefunden und
wird noch zu zwei weiteren Untersuchungsterminen (O und P) in Urinstimmen gefunden.
Ansonsten zeigt das Diagramm die Persistenz von drei Stuhlstdmmen, ndmlich derjenigen
Stdmme mit den PFGE-Mustern |, V und XIV Uber jeweils zwei Abnahmedaten hinweg.
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4.Stuhlmuster
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Abbildung IV.29: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 8 (US)
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Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen
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Abbildung IV.30: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 8 (US)

Die Grafik zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeitraum
dieser Arbeit. Manche Klone kommen sowohl in Stuhl- wie auch in Urinproben vor und sind
somit auf der Abszisse doppelt vertreten. Die Abbildung integriert die Rep-PCR- wie die PFGE-
Musternummern. Bei Klonen ohne ein PFGE-Bandenmuster wurde kein Isolat zur weiteren
Untersuchung mit PFGE ausgewahlt. Das Isolat 811 (*8KL3) und das Isolat 8G2 aus der Arbeit
von Maibaum (2003) zeigen beide das PFGE-Muster XIV. Die ab dem Datum N definierten
Klone mit den Isolaten 8N1U (°8KL20), 8N3U (°8KL21), 8N1 (°8KL26), 801U (°8KL25), 802U
(°8KL29) und 8P1U (°8KL29) zeigen alle PFGE-Muster XXVI.

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Das PFGE-Muster mit der Nummer XIV wurde bereits fir das Stuhlisolat 8G2 in der
Arbeit von Maibaum (2003) am 01.10.1998 erstmals entdeckt. Am 31.03.1999 fand
sich fir das Stuhlisolat 811 (Klon 8KL3) dasselbe PFGE-Muster. Der Stamme mit dem
PFGE-Muster XIV persistierten also fiir fast sechs Monate (siehe Abb. 1V.31, Gel 1).
Ab dem Abnahmedatum 19.01.2000 (N) kann fiir alle weiteren Isolate, die zur

Untersuchung durch die PFGE ausgewahlt worden sind, nur noch ein einziges PFGE-
Muster (Nummer XXVI) nachgewiesen werden. Es handelt sich also immer um
verschiedene Varianten. Zum Abnahmedatum N kommt das Muster sowohl in Stuhl-
als auch in Urinstdmmen vor. Zwei Urinisolate haben den Schliissel 8N1U (8KL20),
8N3U (8KL21) und das Stuhlisolat hat den Code 8N1 (8KL26).
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An den beiden darauf folgenden Abnahmedaten (O und P) konnten Isolate nur aus
Urin gewonnen werden. Am 29.03.2000 zeigten die Isolate 801U (8KL25), 802U
(8KL29) das Muster XXVI (Varianten) und am 21.06.2000 zeigte Isolat 8P1U (8KL29)
auch jenes DNA-Bandenmuster. Hier wird also die Persistenz von Urinstdmmen, die
auch in Stuhl gefunden wurden, Uber finf Monate hinweg bewiesen. Die Abbildung
V.31 gibt in Gel 2 fir alle genannten Isolate die entsprechenden PFGE-Muster wieder.

» Fazit:
Ein Stuhlstamm persistierte Uber sechs Monate hinweg und ein Stamm in Stuhl und
Urin persistierte flr weitere funf Monate in Proben aus Urin.

1 = PFG-Marker
2 =8G2 (XIV)
3=28I1 (XIV)

4 = PFG-Marker
5=8N1U (XXVI)
6 = 8N3U (XXVI)
7 = 8N1 (XXVI)
8 =801U (XXVI)
9 =802U (XXVI)
10=8P1U (XXVI)

SRR

Gel 1 Gel 2

Abbildung 1V.31: Xbal-Restriktionsmuster persistierender
E. coli Stdamme bei Pat. 8 (US)

Das Gel 1 zeigt einen Stamm, der zweimal in Stuhlproben zu
unterschiedlichen Zeiten auftauchte. Das Gel 2 zeigt einen
Stamm, der sowohl in Stuhl- als auch in Urinproben zu ver-
schiedenen Untersuchungen zu finden war.

Ahnlichkeiten von PFGE-Mustern innerhalb der PFGE-Ergebnisse des gesamten

Studienzeitraumes
Das Stuhlisolat 811 (Muster XIV) vom 31.03.1999 zeigt in seinem PFGE-Muster sehr
groBe Ahnlichkeit mit dem entsprechenden Muster des Isolates 8H2 (PFGE-Muster

XVII), was am 02.12.1998 gewonnen wurde. Die Ahnlichkeit (Markierung) der beiden
Xbal-Restriktionsmuster veranschaulicht die nachfolgende Abbildung.
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1 = PFG-Marker
2 =8H2 (XVII)
3=38I1 (XIV)

-

ST TYEL ERL

Abbildung 1V.32: Ahnliche PFGE-Muster bei Pat. 8 (US)

5.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Die Probandin hatte zwei klinisch aktive Phasen im Untersuchungszeitraum. Die erste
Phase begann ca. drei Wochen vor dem Untersuchungstermin K, in der sie dann von
sich aus das Antibiotikum Tavanic® einnahm. Die zweite aktive Phase flhrte die
Patientin zum Untersuchungstermin N. Hier konnte E. coli in der Urinkultur nachge-
wiesen werden. Eine Acimethin®-Prophylaxe gehérte zur Standardmedikation der
Patientin. Das Diagramm zeigt den Verlauf wichtiger nephrologischer Laborparameter.

100
=
80
= 607 5 8
3
< % 5 5 i}
o .
. el e
0 m0m| || mOEG | mOm H 8 a
H I K L M N O P
Datum [Buchstabenkode]
m Vitale Leukozyten O Vitale Epithelzellen
H bakt. AK-Beladung (ACB) O Zytoadharenz

Abbildung IV.33: Nephrologisches Labor der Pat. 8 (US)

Die Werte sind zum Zeitpunkt N, der zweiten HWI-Exazerbation innerhalb des Beobachtungs-
zeitraumes, deutlich erhéht. Jedoch zeigen auch Werte zu anderen Kontrollterminen eine Erhé-
hung, ohne daB sich die Patientin in ihrem Befinden eingeschrankt fihlte. Die hohen Werte
scheinen dann v.a. die chronische Grunderkrankung wiederzuspiegein.
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6. Patientin 11 (SH)
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Abbildung IV.34: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 11 (SH)
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6.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Haufigkeiten phéano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.30: Phano- und genotypische Faktorenhaufigkeiten in den Isolaten von Pat. 11 (SH)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt
n=16 [%] n=11 [%] n=27 [%]
Hly n=11 68,75 n==6 54,55 n=17 62,96
hlyA n=11 68,75 n==6 54,55 n=17 62,96
Pap/Prs n=2 12,50 n=1 9,09 n=23 11,11
papA n=14 87,50 n=7 63,64 n=21 77,78
papC n=13 81,25 n=7 63,64 n =20 74,07
papEF n=13 81,25 n=7 63,64 n =20 74,07
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel Il n=11 68,75 n=6 54,55 n=17 62,96
Sfa n=1 6,25 n=0 0,00 n=1 3,70
sfa/focDE n=11 68,75 n=6 54,55 n=17 62,96
Fim n=14 87,50 n=9 81,82 n =23 85,19
fimH n=16 100,00 n=11 100,00 n=27 100,00
K1 n=5 31,25 n=5 45,45 n=10 37,04
kpsMT I n=16 100,00 n=11 100,00 n=27 100,00
kpsMT Il n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
fyuA n=16 100,00 n=11 100,00 n=27 100,00
utA n=5 31,25 n=5 45,45 n=10 37,04
PAI n=12 75,00 n=7 63,64 n=19 70,37
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=14 87,50 n=10 90,91 n=24 88,89
bmaE n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
rfc n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.31: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 11 (SH)
8| .= "
| 2|e3 a
9% g|s2 _ | = g
ZS|gB|ES © E | & <
255|120 o | S S| S << -|<|%
$65|8a(2a 2| 8| 8| & || 88|25 |F|8|%
11KLA1 D U + + + + + + + + 8
11KLA1 D S + + + + + + + + 8
11KLA1 E S + + + + + + + + 8
11KL2 D S + + + + + + + 7
11KL3 F U + + + + + + + 7
11KL3 F S + + + + + + + 7
11KL4 F U + + + + + + 6
11KL4 F S + + + + + + 6
11KL5® F S + + + + + + 6
® papA(+)
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Tabelle 1V.32: Faktorenh&ufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 11 (SH)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=>5 [%] n=3 [%]
hly n=2 40,00 n=1 33,33
pap n=3 60,00 n=2 66,67
sfalfoc n=2 40,00 n=1 33,33
fim n=>5 100,00 n=3 100,00
K1 n=3 60,00 n=2 66,67
kpsMT | n=5 100,00 n=3 100,00
kpsMT Il n=0 0,00 n=0 0,00
fyuA n=>5 100,00 n=3 100,00
iutA n=3 60,00 n=2 66,67
PAI n=2 40,00 n=2 66,67
ibeA n=4 80,00 n=2 66,67

Genkombinationen wichtiger Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone
Tabelle 1V.33: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 11 (SH)

Pos. |Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=5)

2 x| 40,00 | fim+ K1+ kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (2 x)

ox| 40.00 |+ Pap+ stalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA
7 | pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI

1 x| 20,00 | hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAIl + ibeA

Tabelle IV.34: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 11 (SH)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=3)

1 x| 33,33 |fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA

6
7 1 x| 33,33 | pap + fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI
8 1 x| 833,33 | hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA

6.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten

Zur Abbildung 1V.35:

Man kann aus der chronologischen Darstellung der Bandenmuster aus der Rep-PCR ersehen,
wann ein und dasselbe Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftaucht. AuBerdem ist die
Herkunft des Isolates bzw. der Isolatengruppe, die ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin
zu erkennen. Zum Abnahmedatum G gibt es hier keine Ergebnisse, weil keine Isolate aus den
Proben angezichtet werden konnten. Dieses Diagramm zeigt z.B., daB das Bandenmuster 6
Uber den Zeitraum D bis F hinweg sowohl bei Stuhl- als auch bei Urinstdmmen vorkommt. Zum
Zeitpunkt C fanden sich beispielsweise drei unterschiedliche Rep-PCR-Muster in den Isolaten
dieser Urinprobe.

Zur Abbildung 1V.36:

Die chronologische Ordnung der unterschiedlichen Bandenmuster aus der Untersuchung mit
PFGE zeigt die Verwandtschaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zuein-
ander. Man erkennt persistierende Stdmme und kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder
Urinprobe unterscheiden. Zum Termin G gibt es analog zur vorhergehenden Abbildung keine
Isolate, weil die Proben nicht anwuchsen. Dieses Diagramm zeigt zu den Daten D und F drei
Stamme, die zum selben Zeitpunkt sowohl in der Stuhl- als auch in der Urinprobe vorkamen. Im
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Vergleich mit dem Verlauf der Rep-PCR-Muster fallt auf, daB zum Datum F doch keine Persis-
tenz eines vorher nachgewiesenen Stammes besteht, was aufgrund der Ergebnisse aus dem
Screeningtest anders zu vermuten gewesen war. Hier erbrachte erst die Untersuchung mit
PFGE Klarheit.

8 T T T T
87 | | O
[72] | | | |
261 | IR O R e e O
5 L0 | | |
5 | | | |
%46 ”””” o ]
2 3 - O | | |
g2+ O SRRREE R oo
O .
0 f | | |
A B C D E F G
Datum [Buchstabenkode]
<& 1.Stuhimuster ¢ 2.Stuhlmuster O 1.Urinmuster
O 2.Urinmuster © 3.Urinmuster

Abbildung IV.35: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 11 (SH)
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Abbildung IV.36: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 11 (SH)

Zur Abbildung 1V.37:

Das Diagramm zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeit-
raum dieser Arbeit. Es sind die Rep-PCR- und die PFGE-Muster zusammen in einer Grafik
dargestellt. Manche Klone kommen sowohl in Stuhl- wie auch in Urinproben vor und sind somit
auf der Abszisse doppelt vertreten. Die Isolate der mit (*) indizierten Klone (Datum D und E)
zeigen alle das PFGE-Muster VI. Das sind im einzelnen: 11D1U (*11KL1), 11D1 (*11KL1), 11E1
(*11KL1) und 11D5 (*11KL2).
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Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

©

Nr. der Rep-PCR-Muster
& Nr. der PFGE-Muster
~

Klone (Datum [Buchstabenkode])

& Stuhl (Rep-PCR) © Urin (Rep-PCR) # Stuhl (PFGE) ® Urin (PFGE) |
Abbildung IV.37: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 11 (SH)

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Zu den ersten beiden Abnahmedaten wurde fir alle untersuchten Isolate das PFGE-
Muster VI gefunden. Am 07.04.1999 wird eben dieses Bandenmuster auch bei den
Isolaten 11D1U (11KL1), 11D1 (11KL1) und 11D5 (11KL2, als Variante) detektiert und
am 25.08.1999 zeigte sich das Muster bei dem Stuhlisolat 11E1 (11KL1). Die Gele 1
und 2 der Abbildung 1V.38 verdeutlichen die Verwandschaft der genannten Isolate. Fir
die Stuhlisolate mit dem PFGE-Muster VI wurde somit ein Uberdauern von viereinhalb

Monaten gezeigt.
Ab dem 15.12.1999 (F) ist das PFGE-Muster VI nicht mehr nachweisbar, jedoch

kénnen in Stuhl- und Urinisolaten dieses Untersuchungszeitpunktes je zwei gleiche
Stamme nachgewiesen werden. Es handelt sich hierbei um die Isolate 11F5U und
11F1 (beide 11KL3), die ein gemeinsames Xbal-Restriktionsmuster (VIII) aufweisen,
sowie um die Isolate 11F1U, 11F2 (beide 11KL4) und die Variante 11F5 (11KL5), die
alle das gleiche PFGE-Muster VII zeigen. In der Abbildung 1V.38 zeigt das Gel 3 die
Bandenmuster aller Isolate mit PFGE-Nummer VII und in Gel 4 ist das DNA-
Bandenmuster Nummer VIl zu sehen.

> Fazit:

Bei Pat. 11 (SH) wird die Persistenz von Stuhlstdmmen mit dem PFGE-Muster VI Uber
die Dauer von vier Monaten bewiesen und es werden drei unterschiedliche Stamme
gefunden, die innerhalb eines Untersuchungsdatums gleichzeitig in Stuhl und Urin

vorkommen.
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8 9 10 11 12 13 14 15

01 = PFG-Marker
02 = 11D1U (V1)
03 =11D1 (VI)
04 = 11D5 (VI)
05 = PFG-Marker
06 = 11D1U (VI)
| 07 = 11E1 (V)

- 08 = PFG-Marker
09 = 11F1U (VII)
10 = 11F5U (VII)
11 = 11F2 (VII)
12 = 11F5 (VII)
13 = PFG-Marker
14 = 11F5U (VIII)
15 = 11F1 (VIII)

& £,
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- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4

Abbildung IV.38: Xbal-Restriktionsmuster persistierender E. coli Stdmme bei Pat. 11 (SH)

6.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Patientin 11 fuhlte sich zu allen Untersuchungsterminen wohlauf. Die abgenommenen
Urinkulturen waren durchweg unaufféllig. Sie nahm dauerhaft Acimethin® zur Pro-
phylaxe einer Harnwegsinfektion ein. Das folgende Diagramm zeigt die Parameter des

Nephrologischen Labors flr die Patientin im Zeitraum dieser Arbeit.

100
80
X 60
3 g
< 40 _ B 3 ]
8 . _
20 E
o o u-) E o o o o o o g
0 74. O m [ m " O @ | m 1
D E F G
Datum [Buchstabenkode]
M Vitale Leukozyten O Vitale Epithelzellen
W bakt. AK-Beladung (ACB) O Zytoadharenz

Abbildung IV.39: Nephrologisches Labor der Pat. 11 (SH)

Die Grafik zeigt einen unauffélligen Parameterstatus bei einer klinisch
unauffalligen Patientin. Die Klinik und das Labor korrelieren hier sehr gut
miteinander.
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7. Patientin 22 (IH)
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Abbildung IV.40: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 22 (IH)
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IV. Ergebnisse

7.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Haufigkeiten phéano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.35: Phano- und genotypische Faktorenhaufigkeiten in den Isolaten von Pat. 22 (IH)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt
n =23 [%] n=11 [%] n=234 [%]
Hly n=5 21,74 n=0 0,00 n=>5 14,71
hlyA n=5 21,74 n=0 0,00 n=>5 14,71
Pap/Prs n=10 43,48 n=1 9,09 n=11 32,35
papA n=13 56,52 n=0 0,00 n=13 38,24
papC n=11 47,83 n=0 0,00 n=11 32,35
papEF n=12 52,17 n=5 45,45 n=17 50,00
papG Allel | n=1 4,35 n==6 54,55 n=7 20,59
papG Allel Il n=10 43,48 n=0 0,00 n=10 29,41
Sfa n=>5 21,74 n=0 0,00 n=>5 14,71
sfa/focDE n=>5 21,74 n=0 0,00 n=>5 14,71
Fim n =21 91,30 n=5 45,45 n =26 76,47
fimH n=21 91,30 n=5 45,45 n=26 76,47
K1 n=10 43,48 n=5 45,45 n=15 4412
kpsMT I n=16 69,57 n=5 45,45 n=21 61,76
kpsMT Il n=1 4,35 n=>5 45,45 n==6 17,65
fyuA n =23 100,00 n=5 45,45 n =28 82,35
iutA n=13 56,52 n=11 100,00 n=24 70,59
PAI n=10 43,48 n=0 0,00 n=10 29,41
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=15 65,22 n=10 90,91 n=25 73,53
bmaE n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
rfc n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.36: Wichtige Pathogenitétsfaktoren der Klone von Pat. 22 (IH)
3 £ "
_ 8l u3 o
~ol 8s>2 _ g
ST BIES . c | c =
ece|56|28 S S |5 ¢ PR
6582|802 | 8| S| & || 8|8 2|5|F| 8%
22KLA1 D S + + + + + + 6
22KL2? | D S + + + 3
22KL3? | D U + + + 3
22KL4 D U + 1
22KL5° | E | S i R 3
22KL6 E S + + + 3
22KL7%| | S + + + 3
22KL8 K U + + + + + + 6
22KL8 K S + + + + + + 6
22KL9 L S 4 + + 4 4 + + + + 9
® papEF(+)  ° papA(+) ° papC(+)
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Tabelle IV.37: Faktorenhdufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 22 (IH)

PCR-getestete Positive Klone Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=7 [%] n=3 [%]
hly n=1 14,29 n=0 0,00
pap n=2 28,57 n=0 0,00
sfalfoc n=1 14,29 n=0 0,00
fim n=>5 71,43 n=1 33,33
K1 n=2 28,57 n=1 33,33
kpsMT 1l n=4 57,14 n=1 33,33
kpsMT llI n=1 14,29 n=1 33,33
fyuA n=7 100,00 n=1 33,33
iutA n=5 71,43 n=3 100,00
PAI n=2 28,57 n=0 0,00
ibeA n=3 42,86 n=2 66,67

Genkombinationen wichtiger Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone

Tabelle IV.38: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 22 (IH)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=7)
kpsMT Il + fyuA + iutA
3 4x| 57,14 fim+ fyuA + iutA (2 x)
kpsMT 1l + fyuA + iutA
oy | og57|PaP+ fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA
’ fim + K1 + kpsMT |l + fyuA + iutA + ibeA
1x| 14,29 hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA

Tabelle 1V.39: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 22 (IH)

Pos.
PF

Klon-
anzahl

in %
(n=3)

Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination

1

1x

33,33 | iutA

3

1x

33,33 | kosMT Il + iutA + ibeA

6

1x

33,33 | fim + K1 + kpsMT |l + fyuA + iutA + ibeA

7.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten

Zur Abbildung 1V.41:
Man kann aus der chronologischen Darstellung der Bandenmuster aus der Rep-PCR ersehen,
wann ein und dasselbe Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftaucht. AuBerdem ist die
Herkunft des Isolates bzw. der Isolatengruppe, die ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin
zu erkennen. Bei Pat. 22 (IH) konnte nur ein Muster zu unterschiedlichen Zeitpunkten entdeckt
werden (Muster 2 zu den Daten A und B), daflr wurden jedoch 6fter gleiche Muster bei Isolaten
aus Urin- und gleichzeitig Stuhlproben gefunden: Muster 3 (Datum B), Muster 5 (Datum C)
Muster 8 (Datum D) und Muster 10 (Datum K). Fir den Zeitraum F bis H konnten keine Isolate
aus den Proben gewonnen werden.

Zur Abbildung 1V.42:
Die chronologische Ordnung der unterschiedlichen Bandenmuster aus der Untersuchung mit
PFGE zeigt die Verwandtschaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zuein-
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IV. Ergebnisse

ander. Man erkennt persistierende Stamme und kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder
Urinprobe unterscheiden. Bei dieser Patientin gibt es eine véllige Ubereinstimmung des Rep-
PCR-Screeningtestes (s.0.) mit den Untersuchungen durch die PFGE. Patientin 22 bietet v.a.
Stdmme, die zum selben Untersuchungszeitpunkt sowohl aus Urin wie auch aus Stuhl isoliert
wurden. Lediglich von Datum A auf B ist eine Persistenz iber eine bestimmte Zeit hinweg zu
erkennen. Aus den Proben, die von den Untersuchungsterminen F bis H eingesendet wurden,
lieBen sich (wie bereits erwahnt) keine Isolate anzlichten.

—_ -
- N
I

Nr. der Rep-PCR-Muster
o N
0®)

[ E— A I - -7

B C D E F G H | K L
Datum [Buchstabenkode]

\<> 1.Stuhimuster < 2.Stuhlmuster O 1.Urinmuster O 2.Urinmuster\

Abbildung IV.41: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 22 (IH)
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Nr. der PFGE-Muster
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A B C D E F G H K L
Datum [Buchstabenkode]

\<> 1.Stuhimuster < 2.Stuhimuster O 1.Urinmuster O 2.Urinmuster\

Abbildung IV.42: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 22 (IH)

Zur Abbildung 1V.43:

Das Diagramm zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeit-
raum dieser Arbeit. Es sind sowohl Rep-PCR- wie auch PFGE-Bandenmuster in einem darge-
stellt, auBerdem kommen manche Klone sowohl in Stuhl- wie auch in Urinproben vor und sind
deshalb auf der Abszisse doppelt vertreten. Bei Klonen ohne ein PFGE-Bandenmuster wurde
kein Isolat zur weiteren Untersuchung mit PFGE ausgewa&hlt. Die Varianten mit den Isolaten
22D4 (*22KL2) und 22D1U (*22KL3) zeigen beide zum Zeitpunkt D das PFGE-Muster VII. Die
Isolate 22K1U (°22KL8) und 22K1 (P22KL8) zeigen beide das PFGE-Muster X.
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IV. Ergebnisse

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

12
11 -
10 £ ----m = qm-mm oo -

Nr. der Rep-PCR-Muster
& Nr. der PFGE-Muster

Klone (Datum [Buchstabenkode])

¢ Stuhl (Rep-PCR) © Urin (Rep-PCR) # Stuhl (PFGE) @ Urin (PFGE) |
Abbildung IV.43: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 22 (IH)

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit

Bei der Pat. 22 (IH) lassen sich im Beobachtungszeitraum dieser Arbeit keinerlei
Persistenzen durch die Untersuchung mit der PFGE nachweisen. Es kdnnen jedoch zu
zwei unterschiedlichen Entnahmedaten jeweils Stuhl- als auch Urinisolate nachge-

wiesen werden, die im PFGE-Muster bereinstimmen.

1 2 383 4 5

1 = PFG-Marker
2 =22D4 (VII)
3=22D1U (VII)
4 = 22K1U (X)
5 = 22K1 (X)

Abbildung IV.44: Stamme mit gleichem Xbal-
Restriktionsenzym-Muster bei der Pat. 22 (IH)

Es handelt sich dabei um das Stuhlisolat 22D4 (22KL2) und das Urinisolat 22D1U
(22KL3) als Variante, die aus Proben vom 20.01.1999 isoliert wurden (Abb. 1V.44,
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IV. Ergebnisse

Spuren 2 und 3, beide PFGE-Muster VII). Zur Untersuchung am 05.01.2000 sind fir
das Urinisolat 22K1U und fir das Stuhlisolat 22K1 (beide Klon 22KL8) ebenfalls
gleiche PFGE-Muster (X) zu erkennen (Abb. IV.44, Spuren 4 und 5).

7.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Patientin 22 stellte sich zum Termin E mit akuter HWI-Symptomatik vor. Es konnte
E. coli aus der Urinkultur gewonnen werden. Sie nahm fortan Berlocombin® flr sechs
Wochen ein und wurde dreimal engmaschig nachkontrolliert (F, G und H). Bis zur
nachsten Untersuchung nach ca. einer Woche (Datum F) waren die Beschwerden
bereits grdBtenteils wieder abgeklungen. In der restlichen Zeit des Untersuchungszeit-
raumes war sie unauffallig. In der Urinkultur zum Zeitpunkt H fand sich Staphylococcus
epidermidis, der jedoch keine Beschwerden verursachte. Die Patientin war Uber den
gesamten Studienzeitraum dieser Arbeit mit Acimethin® als Dauermedikation versorgt.
Folgendes Diagramm zeigt den Verlauf wichtiger nephrologischer Parameter far den

Beobachtungszeitraum.
100
80 - R
]
S g
— |
3
< 4 R g Z S 5
o o
20 - 2
roym!
0 i’E’i’H S| 8S8 || #0853 =08 | = (85 & 5 = iﬂ
D E F G H I K L
Datum [Buchstabenkode]
W Vitale Leukozyten O Vitale Epithelzellen
B bakt. AK-Beladung (ACB) O Zytoadhé&renz

Abbildung IV.45: Nephrologisches Labor der Pat. 22 (IH)

Die Exazerbation der Harnwegsinfektion zum Zeitpunkt E bildet sich
innerhalb der erhobenen Werte v.a. in einer Erhéhung der
Leukozytenzahl ab. Die erhéhten Einzelwerte zu anderen Unter-
suchungsterminen missen im wesentlichen auf die chronische
Grunderkrankung zuriickgefuhrt werden.
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8. Patientin 29 (SJ)
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Abbildung IV.46: Verlauf der Untersuchungen bei Pat. 29
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8.1. Phanotypische und genotypische Ergebnisse

Haufigkeiten phéano- und genotypischer Faktoren innerhalb der Isolate

Tabelle IV.40: Phano- und genotypische Faktorenhaufigkeiten in den Isolaten von Pat. 29 (SJ)

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt
n=10 [%] n=21 [%] n =31 [%]
Hly n=0 0,00 n=10 47,62 n=10 32,26
hlyA n=0 0,00 n=10 47,62 n=10 32,26
Pap/Prs n=3 30,00 n=_8 38,10 n=11 35,48
papA n=0 0,00 n=10 47,62 n=10 32,26
papC n=1 10,00 n=10 47,62 n=11 35,48
papEF n==6 60,00 n=10 47,62 n=16 51,61
papG Allel | n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
papG Allel 11| n=0 0,00 [ n=10 4762 | n=10 32,26
Sfa n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
sfa/focDE n=>5 50,00 n=16 76,19 n=21 67,74
Fim n=10 100,00 n=16 76,19 n =26 83,87
fimH n=10 100,00 n=19 90,48 n=29 93,55
K1 n=>5 50,00 n=12 57,14 n=17 54,84
kpsMT I n=>5 50,00 n=19 90,48 n=24 77,42
kpsMT I n=>5 50,00 n=0 0,00 n=>5 16,13
fyuA n=>5 50,00 n=19 90,48 n=24 77,42
iutA n=>5 50,00 n=9 42,86 n=14 45,16
PAI n=1 10,00 n=16 76,19 n=17 54,84
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n=_8 80,00 n=19 90,48 n =27 87,10
bmaE n=0 0,00 n=2 9,52 n=2 6,45
rfc n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
Wichtige Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone und ihre Haufigkeiten
Tabelle IV.41: Wichtige Pathogenitatsfaktoren der Klone von Pat. 29 (SJ)
8| .=
_ | 843 <
Te| g|s2 _ 4
S| _G|ES o E | e =
22|55/ 25 o | S SISl <|<|-|<|§
S35|88|%s| 2| 8| S| E|c| 8|8 2|5 5|82
29KLA1 A u + + + + + + + + + 9
29KL2 A U + + + + + + + + + 9
29KL3 A u + + + + + + + + 8
29KL3 B U + + + + + + + + 8
29KL4% | B S + 4+ 4 + 4
29KL5% | B S + + + 3
29KL6 C u + + + + + + 6
29KL6 C S 4 + + + + + 6
29KL7 C U 0
29KL8®| C S + + + + + + 6
29KL9 E U + + + + + + + + 8
® papEF(+)  ° papC(+)
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Tabelle IV.42: Faktorenhaufigkeiten innerhalb der definierten Klone von Pat. 29 (SJ)

PCR-getestete

Positive Klone

Positive Klone

genotypische in den Stuhl-PE in den Urin-PE

Faktoren n=4 [%] n==6 [%]
hly n=0 0,00 n=23 50,00
pap n=0 0,00 n=23 50,00
sfalfoc n=2 50,00 n=4 66,67
fim n=4 100,00 n=>5 83,33
K1 n=2 50,00 n=4 66,67
kpsMT | n=2 50,00 n=>5 83,33
kpsMT Il n=2 50,00 n=0 0,00
fyuA n=2 50,00 n=>5 83,33
iutA n=2 50,00 n=2 33,33
PAI n=1 25,00 n=4 66,67
ibeA n=2 50,00 n=>5 83,33

Genkombinationen wichtiger Pathogenitatsfaktoren innerhalb der Klone

Tabelle IV.43: Genkombinationen wichtiger PF in den Stuhlklonen von Pat. 29 (SJ)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=4)
3 1 x| 25,00 | sfa/foc + fim + kpsMT Il

1x

25,00 | sfa/foc + fim + kpsMT Il + ibeA

2 X

50,00

fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI

Tabelle IV.44: Genkombinationen wichtiger PF in den Urinklonen von Pat. 29 (SJ)

Pos. | Klon- |in % Gen(e) bzw. Gencluster i.d. Kombination
PF |anzahl | (n=6)
0 1x| 16,67
6 1x| 16,67 | fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA
8 ox| 3333 hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAl + {beA
’ sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA
9 2 x| 33,33 | hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAIl + ibeA (2 x)
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8.2. Rep-PCR- und PFGE-Ergebnisse
Ergebnisse im gesamten Studienzeitraum bei Stuhl- und Urinisolaten
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Abbildung IV.47: Rep-PCR-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 29 (SJ)

Man kann aus der zeitlichen Abfolge der Rep-PCR-Bandenmuster ersehen, wann ein Muster zu
welchen Zeitpunkten auftaucht, auch ist die Herkunft des Isolates bzw. der Isolatengruppe, die
ein Bandenmuster bildet, aus Stuhl oder Urin erkennbar. Bei dieser Patientin wurde das Muster
1 aus Urinisolaten zu zwei Zeitpunkten (A und B) nachgewiesen Zur Untersuchung an Datum C
fand sich das Rep-PCR-Muster 3 gleichzeitig in Isolaten aus Stuhl und Urin. Zum Zeitpunkt D
gibt es keine Ergebnisse, weil keine Isolate aus den Proben angeziichtet werden konnten.
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Abbildung IV.48: PFGE-Muster-Verlauf der gesamten Studie bei Pat. 29 (SJ)

Die chronologische Ordnung der unterschiedlichen Bandenmuster aus der Untersuchung mit
PFGE zeigt die Verwandtschaftsbeziehung aller mit dieser Methode untersuchten Isolate zuein-
ander. Man erkennt persistierende Stdmme und kann sie nach ihrer Herkunft aus Stuhl- oder
Urinprobe unterscheiden. Letztendlich ergaben sich bei Patientin 29 keine Beziehungen unter
den ausgewahlten Isolaten und es gab auch keine Koexistenz eines Stammes in einer Stuhl-
und gleichzeitig in einer Urinprobe. Eine Persistenz wie sie noch durch das Rep-PCR-Screening
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zu vermuten war, konnte durch die PFGE letztlich nicht bestatigt werden. Zum Zeitpunkt D
konnten keine Isolate aus den Proben gewonnen werden.

Ergebnisse im Zeitraum dieser Arbeit bei Stuhl- und Urinklonen

Nr. der Rep-PCR-Muster
& Nr. der PFGE-Muster
i N

29KL6 (C) O

a 29KL1 (A)
29KL2 (A)
a 29KL3 (A)
29KL3 (B)
29KL4 (B)
29KL5 (B)
29KL6 (C)
29KL9 (E)

Klone (Datum [Buchstabenkode])
& Stuhl (Rep-PCR) O Urin (Rep-PCR) # Stuhl (PFGE) @ Urin (PFGE) |
Abbildung IV.49: Rep-PCR- und PFGE-Muster nach Klonen geordnet - Verlauf bei Pat. 29 (SJ)

Die Grafik zeigt das chronologische Auftreten der definierten Klone im Beobachtungszeitraum
dieser Arbeit. Sie integriert Rep-PCR- und PFGE-Muster. Manche Klone kommen sowohl in
Stuhl- wie auch in Urinproben vor und sind deshalb auf der Abszisse doppelt vertreten. Bei
Klonen ohne ein Bandenmuster wurde kein Isolat zur weiteren Untersuchung mit PFGE
ausgewahlt. Die Isolate der mit () indizierten Klone zeigen beide das PFGE-Muster I: 29A1U
(*29KL1) und 29A3U (*29KL3)

Aussagen zur Erregerpersistenz im Zeitraum dieser Arbeit
Bei dieser Patientin lieBen sich fir den untersuchten Zeitraum keine Persistenzen
nachweisen. In der Abbildung 1V.50 sind die DNA-Bandenmuster, entstanden duch

Verdauung mit Xbal-Restriktionsenzym, aller Isolate der Pat. 29 (SJ) dargestellt. Nur
Isolat 29A1U (Klon 29KL1) und als Variante Isolat 29A3U (Klon 29KL3) zeigen je
PFGE-Muster Nr. I. Das Isolat in Spur 6 dirfte kein E. coli Stamm sein.
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1 = PFG-Marker
2 =29A1U (I)

3 =29A3U (I)

4 =29B1 (Il
5=29C1U (Il
6 =29C2U (IV)
7 =29C4 (V)

8 =29E1U (VI)

-
)
-~
-
-
-

Abbildung IV.50: Alle PFGE-Muster von Pat. 29 (SJ)

8.3. Klinische Aktivitat und klinisch-nephrologisches Labor

Waéhrend des Untersuchungszeitraumes dieser Arbeit fiel die Patientin 29 nicht auf.
Alle Urinkulturen waren unverdachtig. Zum Zeitpunkt E wurde eine leichte Vaginal-
kandidose festgestellt. Die Patientin hatte tber die gesamte Studienzeit Acimethin® als
Dauermedikation. Das unten stehende Diagramm gibt AufschluB tGber den Verlauf
wichtiger nephrologischer Parameter dieser Patientin in der Beobachtungsphase.
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Abbildung IV.51: Nephrologisches Labor der Pat. 29 (SJ)
Die Grafik veranschaulicht einen weitgehend unauffélligen Parameter-

status bei subjektivem Wohlbefinden der Patientin. In wieweit die
Vaginalkandidose die gemessenen Parameter beeinfluBt bleibt unklar.
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IV.C Auswertung patientenubergreifender Daten

1. Haufigkeiten phano- und genotypischer Faktoren der Isolate

In der folgenden Tabelle sind die Haufigkeiten aller geno- und phanotypischer Faktoren
far alle in dieser Arbeit untersuchten Isolate wiedergegeben. Diese Tabelle ist wie die
entsprechenden Tabellen in den jeweiligen Patientenkapiteln aufgebaut. Die dazu-
gehdrige Abbildung veranschaulicht die prozentuale H&aufigkeitsverteilung aller
Uberpriften Pathogenitatsfaktoren grafisch. Jedes Merkmal wird mit seiner absoluten
und relativen Gesamthaufigkeit sowie mit seiner Verteilung auf Stuhl- und Urinisolate
dargestellt.

Tabelle 1V.45: Phanotypische und genotypische Faktorenhdufigkeiten aller untersuchten Isolate

Getestete Positive Isolate Positive Isolate Positive Isolate
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE insgesamt

n=167 [%] n=186 [%] n = 353 [%]
Hly n=43 25,75 n =66 35,48 n=109 30,88
hlyA n =43 25,75 n =64 34,41 n =107 30,31
Pap/Prs n =51 30,54 n =67 36,02 n=118 33,43
papA n =58 34,73 n =280 43,01 n=138 39,09
papC n==61 36,53 n=73 39,25 n=134 37,96
papEF n=76 45,51 n=110 59,14 n=186 52,69
papG Allel | n=1 0,60 n=6 3,23 n=7 1,98
papG Allel 1l n =48 28,74 n =81 43,55 n=129 36,54
Sfa n=18 10,78 n =26 13,98 n=44 12,46
sfa/focDE n =284 50,30 n=100 53,76 n=184 52,12
Fim n =131 78,44 n=139 74,73 n =270 76,49
fimH n =147 88,02 n=157 84,41 n = 304 86,12
K1 n =64 38,32 n =88 47,31 n=152 43,06
kpsMT 1 n=111 66,47 n=118 63,44 n =229 64,87
kpsMT llI n =28 16,77 n=>50 26,88 n=78 22,10
fyuA n=117 70,06 n=130 69,89 n =247 69,97
iutA n =107 64,07 n=104 55,91 n=211 59,77
PAI n=76 45,51 n =89 47,85 n=165 46,74
nfak n=0 0,00 n=0 0,00 n=0 0,00
ibeA n =389 53,29 n=_89 47,85 n=178 50,42
bmaE n=12 7,19 n=24 12,90 n =36 10,20
rfc n=>5 2,99 n=12 6,45 n=17 4,82
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Abbildung IV.52: Phano- und genotypische Faktorenhdufigkeiten innerhalb aller Isolate

Mit Ausnahme der Typ-1-Fimbrien werden alle phanotypischen Faktoren héaufiger in den
Urinisolaten exprimiert. Wahrend alle hlyA-positiven Isolate auch eine phanotypische Reaktion
zeigen, ist die phanotypische Expression der getesteten Adhasine geringer im Vergleich zum
Vorkommen der genetischen Anlage. Besonders die S-Fimbrien zeigen eine deutliche
Diskrepanz. Die meisten genotypischen Faktoren sind haufiger innerhalb der Urinisolate zu
finden. Ausnahmen hiervon sind das fimH-, das kpsMT IlI-, das iutA- und das ibeA-Gen. Das
fyuA-Gencluster ist anndhernd gleich verteilt und nfakE wurde zu keinem Zeitpunkt gefunden.

2. Haufigkeiten genotypischer Faktoren der Klone

Die folgende Zusammenstellung gibt die absoluten und relativen Faktorenhdufigkeiten
innerhalb aller in dieser Arbeit definierten Klone wider. Das nachfolgende Balken-
diagramm veranschaulicht diese Werte grafisch.

Tabelle IV.46: Genotypische Faktorenhaufigkeiten innerhalb aller Klone

Getestete Positive Klone Positive Klone
Faktoren in den Stuhl-PE in den Urin-PE

n = 81 [%] n =64 [%]
hly n=17 20,99 n =20 31,25
pap n=19 23,46 n=23 35,94
sfalfoc n=234 41,98 n =233 51,56
fim n = 64 79,01 n=54 84,38
K1 n =27 33,33 n =36 56,25
kpsMT I n =47 58,02 n =39 60,94
kpsMT Il n=20 24,69 n=15 23,44
fyuA n =48 59,26 n =40 62,50
utA n =51 62,96 n =38 59,38
PAI n=27 33,33 n=29 45,31
ibeA n =32 39,51 n=26 40,63
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Abbildung IV.53: Haufigkeitsverteilung der Pathogenitatsfaktoren innerhalb der definierten
Klone

Bis auf die Faktoren jutA und kpsMT Il sind alle Pathogenitétsfaktoren innerhalb der Urinklone
haufiger zu finden. Die Faktoren hly, pap, sfa/foc, K1 und PAI zeigen mit 10 % und mehr
deutliche Unterschiede zwischen dem Vorkommen in Stuhl und Urin.

3. Genkombinationen innerhalb aller Klone nach ihrer Herkunft

Die zwei Tabellen dieses Kapitels zeigen alle in dieser Arbeit Gberhaupt vorkom-
menden Genkombinationen innerhalb der definierten Klone. Die Kombinationen sind
unterteilt nach Stuhlklonen (1. Tabelle mit 53 Kombinationen) und nach Urinklonen
(2. Tabelle mit 35 Kombinationen).

Die dritte Spalte gibt die Haufigkeiten (in %, n = absolute Anzahl der Klone) an, mit der
verschiedene Genkombinationen mit derselben Anzahl an positiven Pathogenitats-
faktoren vorkommen, d.h. der Wert sagt aus, wieviele Klone in Bezug auf die Gesamt-
heit aller Klone genau diese Anzahl an positiven Merkmalen zeigen. Das Diagramm
der Abbildung 1V.54 stellt diese Prozentwerte fir Stuhl- und Urinklone grafisch dar.

In der vierten Spalte steht eine laufende Nummer fir die daneben stehende Gen-
kombination. Alle vorkommenden Kombinationen sind eindeutig fir Stuhl- und
Urinklone durchnummeriert worden. Von den insgesamt 72 unterschiedlichen
Kombinationen fanden sich 16 Kombinationen, die sowohl innerhalb der Stuhl- als
auch innerhalb der Urinklone vorkamen. Solche gemeinsamen Kombinationen sind
anhand ihrer laufenden Nummer farblich hervorgehoben.
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Tabelle IV.47: Genkombinationen wichtiger PF innerhalb aller Stuhlklone

Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF

N
© O

& & |2 GE) 53 verschiedene Kombinationen innerhalb der
gl € | % | 5 € |81 Stuhlklone. Davon kommen T o
2| 2 | € £| ® 2 |16 Kombinationen auch bei den Urinklonen vor. <c
0] 3x| 3,66 1.]1. 3,70
2.|1. sfa/foc 1,23
4.12. kpsMT lI 1,23
1) 4x| 494 g3 A 1,23
6.14. iutA 1,23
7.11. sfa/foc + fim 1,23
8.|2. sfalfoc + kpsMT Il 1,23
9.|3. sfalfoc + ibeA (2x) 2,46
211IX113.58) 014" fim + kpsMT Il (3x) 3.70
11.15. fim + fyuA 1,23
12.16. fim + iutA (3x) 3,70
15.|1. hly + sfa/foc + fim 1,23
16.|2. hly + sfalfoc + iutA (2x) 2,46
17.|3. sfa/foc + fim + kpsMT Il 1,23
3/11x[13,58| 19.|4. fim + kpsMT lll + jutA (3x) 3,70
20.|5. fim + fyuA + iutA (2x) 2,46
22.|6. kpsMT Il + fyuA + iutA 1,23
23.|7. kpsMT 1l + fyuA + iutA 1,23
25.|1. hly + sfa/foc + fim + iutA 1,23
27.|12. sfalfoc + fim + kpsMT Il + iutA 1,23
28.|3. sfa/foc + fim + kpsMT Il + ibeA 1,23
4/10x|12,35| 31.|4. fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2x) 2,46
32.|5. fim + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,23
33.16. fim + kpsMT Il + jutA + ibeA 1,23
34.|7. K1 + kpsMT Il + iutA + ibeA (3x) 3,70
39.|1. sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,23
40.|2. sfalfoc + fim + fyuA + PAI + ibeA 1,23
5| 7x| 8.64 41.13. sfa/foc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,23
’ 42.14. fim + K1 + kpsMT Il + jutA + ibeA 1,23
43.15. fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2x) 2,46
44.16. fim + kpsMT Il + kpsMT Il + iutA + PAI 1,23
46.|1. hly + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + ibeA 1,23
48.12. pap + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA 1,23
6113x/16.04 49.13. sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,23
’ 50.|4. sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAl + ibeA 1,23
51.|5. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (3x) 3,70
52.16. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (6x) 7,41
53.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA 1,23
54.|2. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (3x) 3,70
7| 7x| 8,64| 55.[3. pap + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,23
56.|4. sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA 1,23
58.|5. sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,23
59.1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI 1,23
61.|2. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (3x) 3,70
62.(3. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA 1,23
8/10x|12,35| 63.|4. hly + pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 1,23
64.|5. pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + kpsMT IIl + fyuA + iutA + PAI 1,23
66.6. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,23
67.|7. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT 1l + fyuA + iutA + PAI + ibeA (2x) 2,46
68.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 2,46
9| 5x| 6.17 69.|2. hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA 1,23
’ 70.|3. hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 1,23
71.|4. hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,23
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Tabelle 1V.48: Genkombinationen wichtiger PF innerhalb aller Urinklone

_ Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF
N
© O
& & |2 “E’ 35 verschiedene Kombinationen innerhalb der
G| & 2 3 2 £ |64 Urinklone. Davon kommen [T
Clele \% ® 2 116 Kombinationen auch bei den Stuhlklonen vor. <c
0] 1x| 1,56 1.01. 1,56
3.1. fim (2x) 3,13
1) 4X 8.25 55" i (2x) 3,13
10.|1. fim + kpsMT 1lI (3x) 4,69
11.12. fim + fyuA 1,56
2| 7x(10,94| 12.|3. fim + iutA 1,56
13.4. K1 + kpsMT I 1,56
14.]5. kpsMT lII + iutA 1,56
18.[1. sfa/foc + fim + iutA (2x) 3,13
19.|12. fim + kpsMT I + iutA (2x) 3,13
3| 6x| 9,38 21.(3. kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA 1,56
24.|4. kpsMT llI + jutA + ibeA 1,56
26.|1. sfa/foc + fim + kpsMT IIl + fyuA 1,56
4| 6x| 938 27.|2. sfalfoc + fim + kpsMT Ill + iutA (2x) 3,13
’ 29.13. fim + K1 + kpsMT lll + fyuA 1,56
30.14. fim + K1 + kpsMT lll + iutA (2x) 3,13
35.|1. hly + sfa/foc + fim + fyuA + PAI 1,56
36.|2. hly + sfa/foc + K1 + kpsMT Il + ibeA 1,56
5| 5x| 7,81 37.|3. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA 1,56
38.|4. sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + jutA 1,56
41.15. sfalfoc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,56
45.11. hly + pap + sfa/foc + fim + fyuA + PAI 1,56
6| 9x|14,06| 47.|2. hly + sfa/foc + K1 + kpsMT Il + PAI + ibeA 1,56
52.|3. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (7x) 10,94
7l 6x| 9.38 54.11. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (4x) 6,25
’ 57.2. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAIl + ibeA (2x) 3,13
60.(1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + PAI + ibeA 1,56
61.|2. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (3x) 4,69
8l11x/17.19 62.(3. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA (3x) 4,69
’ 65.|4. pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 1,56
66.|5. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,56
67.16. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT 1l + fyuA + iutA + PAI + ibeA (2x) 3,13
9| 6x| 938 68.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 3,13
’ 69.2. hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT 1l + fyuA + PAI + ibeA (4x) 6,25
10| 3x| 4,69| 72.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAIl + ibeA (3x) | 4,69

Eine Kombination von Genen und Genclustern aus der Gruppe der Kombinationen mit
funf Pathogenitatsfaktoren pro Urinklon (laufende Nummer 52) ragt mit einem Vor-
kommen von 10,94 % besonders heraus. Zwei weitere Genkombinationen (laufende
Nummern 54 und 69), die jeweils einen Anteil von 6,25 % ausmachen, sind ebenfalls
aufféllig haufig. Die Kombinationen sind durch farbliche Markierung der Prozentzahlen
in der jeweils letzten Spalte der Tabelle hervorgehoben.

Bei den Klonen mit Vorkommen in Stuhlisolaten gibt es nur eine auffallend haufige
Genkombination, die farblich markiert ist (Nummer 52 mit 7,41 %). Es ist die gleiche
Kombination wie sie innerhalb der Urinklone am haufigsten vorkommt (ebenfalls Nr.
52). Die beteiligten Pathogenitatsfaktoren sind fim, K1, kpsMT I, fyuA, iutA und ibeA.
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Abbildung IV.54: Stuhl- und Urinklone nach der Anzahl ihrer Pathogenitatsfaktoren

Die Grafik zeigt getrennt nach Stuhl- und Urinklonen die Haufigkeitsverteilung aller Gen-
kombinationen. Eine Genkombination meint hier das Auftreten einer bestimmten Zahl positiver
Pathogenitatsfaktoren innerhalb aller Klone. Aus den beiden vorhergehenden Tabellen sind fiir
dieses Diagramm jeweils die ersten Spalten (,Pos. PF*) fir die Abszisse und jeweils die dritten
Spalten (,Haufigkeit in %) fur die Ordinate verwendet worden. Die beiden Kurven zeigen einen
ahnlichen Verlauf mit der Tendenz, daB Genkombinationen mit wenigen positiven Patho-
genitatsfaktoren vermehrt innerhalb von Stuhlklonen zu finden sind, wahrend Genkombina-
tionen mit vielen positiven Pathogenitatsfaktoren haufiger innerhalb der Urinklone auftauchen.

Die letzte Spalte einer jeden Tabelle zeigt die Haufigkeit, mit der jede einzelne Gen-
kombination (unterteilt nach Stuhl- und Urinklonen) in Bezug auf die Gesamtheit aller
Kombinationen dberhaupt vorkommt. In Abbildung V.55 entsprechen die Balken
(Gesamthdhe) in der linken und rechten Hélfte des Diagramms jeweils den Maxima
des Liniendiagramms aus der Abbildung IV.54. Ein Unterschied zur ersten Grafik
besteht darin, daB die Haufigkeiten der Klone mit einer bestimmten Anzahl an PF nicht
zusammen, sondern nebeneinander dargestellt sind. Ein zweiter Unterschied ist, daB
aus Abbildung V.55 der Anteil jeder einzelnen Uberhaupt vorkommenden Genkombi-
nation als Teilstapel eines Balkens ablesbar ist. Es kénnen also insgesamt 86 Balken-
abschnitte bzw. Genkombinationen (=52+34) gezahlt werden (ohne die Klone mit
keinem PF).
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Abbildung IV.55: Haufigkeit jeder einzelnen, vorkommenden Genkombination (86 Komb.)

Dieses Diagramm zeigt noch einmal wie schon die vorhergehende Abbildung dieses Kapitels
die Haufigkeitsverteilung der Genkombinationen nach der Anzahl der positiven Pathogenitats-
faktoren einer Kombination, unterschieden nach Stuhl- und Urinklonen. Im Gegensatz zur
vorherigen Grafik wird durch die Stapelung der Balken jede einzelne lberhaupt vorkommende
Genkombination erkennbar. Kurz: Jedes Stapelbldckchen reprasentiert die Haufigkeit exakt
einer vorkommenden Genkombination. Beispiel: Von den abgebildeten 86 Kombinationen (16
davon sind Stuhl- und Urinklonen gemeinsam) entspricht der oberste Balkenanteil aus allen
Kombinationen mit genau sechs Pathogenitatsfaktioren auf der Seite der Urinklone der
Genkombination Nr. 52 mit einem Vorkommen von 10,94 % (siehe Tab.).

4. Klone wahrend klinisch aktiver Phasen

Nur zwei der acht Patientinnen hatten Uberhaupt akute Krankheitsschibe innerhalb
des Beobachtungszeitraumes. Es waren dies Pat. 8 (US) zum 12.05.1999 (K) und zum
19.01.2000 (N) und Pat. 22 (IH) zum 31.03.1999 (E) und zum 07.04.1999 (F); beides
Patientinnen, die unter einer prophylaktischen Therapie mit Acimethin® (= L-Methionin)
standen. An nur einem dieser vier Untersuchungsdaten konnten aus der Urinprobe
auch Isolate angeziichtet werden, an einem Untersuchungstag konnten nicht einmal
Isolate aus der Stuhlprobe gewonnen werden. Bemerkenswert sind die Klone von
Pat. 8 (US) am 19.01.2000 (N) jedoch trotzdem, da sie nach den Ergebnissen aus der
Pulsfeldgelelektrophorese alle ein und denselben Stamm darstellen, sowohl in der
Stuhl- wie auch in der Urinprobe, wo der Stamm auch noch zu den beiden folgenden
Untersuchungsdaten gefunden wird. Folgende Tabelle stellt alle Klone wahrend einer
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als aktiv zu bezeichnenden Phase zusammen und gibt in den letzten Zeilen ihre
Haufigkeiten in Prozent an, unterteilt nach dem Vorkommen der Klone.

Tabelle 1V.49: Klone wahrend aktiver Krankheitsphasen von Pat. 8 (US) und Pat. 22 (IH)

3 £ "
| glex o
ol 8182 _ | = g
E c = % E :Cg Q |: I: ;
£ESE 2 S T ol o = 22| S | <|z|5 |8
ch3|8a|2e| 2| 8|5 | S| |8 |8 2|5 5|8 &
8KL5 K S + + 2
8KL20 N U + + + + + + 6
8KL21 N U + + + + + + + + 8
8KL22 N U + + + + + 5
8KL23 N S + + + + 4
8KL24 N S + + + + + 5
8KL26 N S + + + + + + 6
8KL27 N S + + + + 4
8KL28 N S + + + + 4
22KL5 E S + + + 3
22KL6 E S + + + 3
Haufigkeit des PF
innerhalb der 125| 0 |12,5|62,5|62,5|625| 0 |250|875| 0 |625
Stuhlklone [%]
Haufigkeit des PF
innerhalb der 100 [33,3| 100 [33,3| 100|100 | O 0 0 |66,6| 100
Urinklone [%]

5. Pathogenitéatsfaktoren und Genkombinationen innerhalb der Klone bei
Patientinnen mit und ohne Acimethin®Therapie

Von den acht in dieser Arbeit beobachteten Patientinnen nahmen vier, namlich
Pat. 2 (HF), Pat. 3 (CG), Pat. 8 (US) und Pat. 22 (IH), dauerhaft das Medikament
Acimethin® ein. Es handelt sich hierbei um die Aminosaure L-Methionin, die eine
Absenkung des Urin-pH-Wertes (um ca. 2,0) bewirkt. Sie erhéht die renale Exkretion
von Kalium, Magnesium, Citrat und Harnsdure und beugt Infektsteinen vor (Jarrar et
al., 1996). Das Pharmakon wird v.a. zur Prophylaxe einer HWI eingesetzt.

Im Folgenden werden die Patientinnen mit einer dauerhaften Acimethin®-Therapie
denen ohne eine solche prophylaktische Gabe gegenibergestellt. Die Werte sind
tabellarisch zusammengetragen und und grafisch veranschaulicht. Das Diagramm
zeigt in der linken Halfte (abgetrennt durch den Strich) die Situation bei den Klonen in
Stuhlproben und in der rechten Halfte bei den Klonen in Urinproben.
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Tabelle IV.50: Klonale Haufigkeiten der PF unterteilt nach Therapie mit und ohne Acimethin®

Faktoren | Positive Klone Positive Klone Positive Klone Positive Klone
in den Stuhl-PE in den Stuhl-PE in den Urin-PE in den Urin-PE
unter Acimethin® | ohne Acimethin® | unter Acimethin® | ohne Acimethin®
Therapie Prophylaxe Therapie Prophylaxe
n=>52 [%] | n=29 [%] | n=39 [%] | n=25 [%]
hly n=12 23,08 | n=5 1724 | n=11 28,21 | n=9 36,00
pap n=9 17,31 | n=10 34,48 | n=12 30,77 | n=11 44,00
sfa/foc n=18 3462 | n=16 55,17 | n=19 48,72 | n=14 56,00
fim n =40 76,92 | n=24 82,76 | n=30 76,92 | n=24 96,00
K1 n=16 30,77 | n=11 37,93 | n=18 46,15 | n=18 72,00
kpsMT Il | n=26 50,00 | n=21 7241 | n=19 48,72 | n=20 80,00
kposMT Il | n=14 26,92 | n=6 20,69 | n=12 30,77 | n=3 12,00
fyuA n=26 50,00 | n=22 75,86 | n=20 51,28 | n=20 80,00
jutA n=232 61,54 | n=19 65,52 | n=23 58,97 | n=15 60,00
PAI n=14 26,92 | n=13 4483 | n=15 38,46 | n=14 56,00
ibeA n=17 3269 | n=15 51,72 | n=12 30,77 | n=14 56,00
100 — — w T T T —
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D 40 + o 11 l | | | 1 TH
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Hy | | | | | | | | | |
I 20 _‘ 11 H HHH | H | H | 1 TH H
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Abbildung IV.56: Klonale Haufigkeiten der PF unterteilt nach Therapie mit und ohne Acimethin®

Mit Ausnahme des Pathogenitéatsfaktors kpsMT Il (in Stuhl und Urin) und des hly-Genclusters
innerhalb der Stuhlklone ist das Vorkommen aller anderen PF unter einer Therapie mit
Acimethin® z.T. deutlich geringer als ohne Therapie. Vergleicht man die relativen Haufigkeiten
zwischen Stuhl- und Urinklonen unter Acimethin®-Therapie sowie zwischen Stuhl- und
Urinklonen ohne prophylaktische Therapie, erkennt man flr die Pathogenitatsfaktoren hly, pap,
sfa/foc, fim, K1, fyuA und PAI ein z.T. deutlich héheres Vorhandensein innerhalb der Urinklone.
Das iut-Gencluster ist innerhalb der Stuhlklone haufiger. Die Faktoren kpsMT Il und Ill sowie
ibeA zeigen keine einheitlichen Tendenzen.

Wie alle vorkommenden Genkombinationen innerhalb von Stuhl- und Urinklonen
gegenibergestellt wurden, so wird im Folgenden diese Gegeniberstellung nochmals

nach Patientinnen mit und ohne prophylaktische Acimethin®-Therapie aufgeschllsselt.
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Die anschlieBende Grafik ist analog der Abbildung 1V.54 erstellt und zeigt die Klone
nach ihrem Vorkommen in Stuhl oder Urin und nach den Therapieformen aufgegliedert.
Die zugrunde liegenden tabellarischen Zusammenstellungen der Genkombinationen
sind vollstédndigkeitshalber nach dem Diagramm angefugt.
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Abbildung IV.57: Klone nach Anzahl ihrer PF und nach Therapie mit und ohne Acimethin®

Auch in einer Unterscheidung nach Klonen mit und ohne eine Acimethin®-Therapie nehmen die
Kurven einen &hnlichen Verlauf, d.h. die Grafen von Stuhl- und Urinklonen bleiben relativ nahe
beieinander. Wahrend jedoch die Haufigkeiten der Genkombinationen mit ansteigender Anzahl
an Pathogenitatsfaktoren unter einer Acimethin®-Therapie eher abnimmt, steigen die Werte
ohne prophylaktische Acimethin®-Gabe tendenziell an.

Tabelle IV.51: Genkombinationen in den Stuhlklonen der Patienten mit Acimethin® - Therapie

_ Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF
e
O] O
b % S % GEJ Pat. 2 (HF), Pat. 3 (CG), Pat. 8 (US) und Pat. 22 (IH) _
g5 |35 2 0
oy |82 < £
0| 2x| 3,85 1.01.
2.1. sfa/foc 1,92
1| 3x| 5,77 4.12. kpsMT 1,92
6.(3. iutA 1,92
7.\1. sfa/foc + fim 1,92
10.[2. fim + kpsMT 1ll (3x) 5,77
2 7X|13:46 1113 fim+ fyuA 1,92
12.14. fim + iutA (2x) 3,85
15.|1. hly + sfalfoc + fim 1,92
16.|2. hly + sfa/foc + iutA (2x) 3,85
19.(3. fim + kpsMT Il + iutA (3x) 5,77
3|10x119.23 5014 fim + fyuA + iutA (2x) 3,85
22.|5. kpsMT Il + fyuA + iutA 1,92
23.16. kpsMT Il + fyuA + iutA 1,92
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25.|1. hly + sfa/foc + fim + iutA 1,92

27.|2. sfalfoc + fim + kpsMT Il + jutA 1,92

4| 9x|17.31 31.13. fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2x) 3,85
’ 32.14. fim + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,92

33.|5. fim + kpsMT Il + jutA + ibeA 1,92

34.16. K1 + kpsMT Il + iutA + ibeA (3x) 5,77

40.|1. sfa/foc + fim + fyuA + PAIl + ibeA 1,92

41.|2. sfa/foc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA 1,92

5| 6x(11,54| 42.(3. fim+ K1 + kpsMT Il + iutA + ibeA 1,92
43.14. fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + ibeA (2x) 3,85

44.15. fim + kpsMT 1l + kpsMT Il + iutA + PAI 1,92

46.|1. hly + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + ibeA 1,92

6l 5x| 962 48.12. pap + fim + kpsMT Il + fyuA + PAl + ibeA 1,92
’ 51.(3. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 3,85

52.|4. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA 1,92

7l 2| 3.85 55.|1. pap + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,92
’ 56.|2. sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA 1,92

59.1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI 1,92

8l 5x| 962 61.|2. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 3,85
’ 63.(3. hly + pap + fim + K1 + kosMT Il + fyuA + iutA + PAI 1,92

67.|4. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 1,92

9| 3x| 5.77 68.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 3,85
’ 69.|2. hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT |l + fyuA + PAI + ibeA 1,92

Tabelle IV.52: Genkombinationen in den Urinklonen der Patienten mit Acimethin® - Therapie

_ Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF
<
© O
L % = % 2 |Pat. 2 (HF), Pat. 3 (CG), Pat. 8 (US) und Pat. 22 (IH) _
4|5 |27 |5 E 2
g% |[c£|82 <<
3.|1. fim 2,56
1| 3x| 7.69] o i (2x) 513
10.|1. fim + kpsMT 11l (3x) 7,69
11.|12. fim + fyuA 2,56
2| 7x|17,95| 12.]3. fim + iutA 2,56
13.|4. K1 + kpsMT Il 2,56
14.15. kpsMT Il + iutA 2,56
18.|1. sfa/foc + fim + iutA (2x) 5,13
19.12. fim + kpsMT Il + iutA (2x) 5,13
3| 6X|15,38)  51'l3" kosMT 11 + kpsMT Il + fyuA 2,56
24.|4. kpsMT lll + jutA + ibeA 2,56
26.|1. sfa/foc + fim + kpsMT Ill + fyuA 2,56
4| 4x|10,26| 27.|2. sfa/foc + fim + kpsMT llI + jutA (2x) 5,13
29.13. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA 2,56
35.|1. hly + sfa/foc + fim + fyuA + PAI 2,56
5| 3x| 7,69| 36.|2. hly + sfa/foc + K1 + kpsMT Il + ibeA 2,56
41.]8. sfalfoc + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA 2,56
45.11. hly + pap + sfa/foc + fim + fyuA + PAI 2,56
6| 4x(10,26| 47.|2. hly + sfa/foc + K1 + kpsMT Il + PAI + ibeA 2,56
52.|3. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA +ibeA (2x) 5,13
7| 2x| 5,13| 54.[1. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 5,13
60.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + PAI + ibeA 2,56
61.|2. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 2,56
8| 5x|12,82| 65.|3. pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 2,56
66.|4. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 2,56
67.|5. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 2,56
3x| 7.69 68.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 2,56
’ 69.2. hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT 1l + fyuA + PAI + ibeA (2x) 5,13
10| 2x| 5,13| 72.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA (2x) 5,13
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Tabelle IV.53: Genkombinationen in den Stuhlklonen der Patienten ohne prophylakt. Therapie
_ Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF
<
w| N S 5
°)5 | m|SE =
415 |G |SE FIANS
gl |e£|82 <
0] 1x| 3,45 1.01. 3,45
1] 1x| 3,45 5.11. fyuA 3,45
8.|1. sfalfoc + kpsMT Il 3,45
2| 4x|13,79 9.|2. sfalfoc + ibeA (2x) 6,90
12.|3. fim + iutA 3,45
3| 1x| 3,45| 17.|1. sfa/foc + fim + kpsMT I 3,45
4| 1x| 3,45| 28.|1. sfa/foc + fim + kpsMT Il + ibeA 3,45
5| 1x| 3,45| 39.[1. sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA 3,45
49.|1. sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA 3,45
6l 8xl18.75 50.2. sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA 3,45
’ 51.13. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 3,45
52.14. fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (5x) 17,24
53.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + ibeA 3,45
7| 5x|17,24| 54.|2. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (3x) 10,34
58.|3. sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 3,45
61.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 3,45
62.|2. hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA 3,45
8| 5x|17,24| 64.]3. pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 3,45
66.|4. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAl + ibeA 3,45
67.15. sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 3,45
9l 2x| 6.90 70.|1. hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT Il + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 3,45
’ 71.12. hly + pap + sfalfoc + fim + kpsMT 1l + fyuA + iutA + PAIl + ibeA 3,45
Tabelle IV.54: Genkombinationen in den Urinklonen der Patienten ohne prophylakt. Therapie
_ Genkombinationen nach der Anzahl pos. PF
<
RN 35
o5 | o|5E =
45 |RY[SE SR
g% |lee|S2 <<
0] 1x| 4,00 1.1, 4,00
1] 1x| 4,00 3.1. fim 4,00
4| 2x| 8,00{ 30.|1. fim+ K1 + kpsMT Il + iutA (2x) 8,00
5/ 2x| 8.00 37.|1. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA 4,00
’ 38.|2. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + jutA 4,00
6| 5x|20,00| 52.[1. fim+ K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA (5x) 20,00
2| axl16.00 54./1. pap + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 8,00
’ 57.|12. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA (2x) 8,00
61.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI (2x) 8,00
8| 6x|24,00| 62.|2. hly + pap + sfa/foc + fim + kpsMT Il + fyuA + PAIl + ibeA (3x) 12,00
67.|3. sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI + ibeA 4,00
3x/12.00 68.|1. hly + pap + sfal/foc + f/:m + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAI 4,00
’ 69.|2. hly + pap + sfalfoc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + PAI + ibeA (2x) 8,00
10| 1x| 4,00| 72.|1. hly + pap + sfa/foc + fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + PAIl + ibeA 4,00
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V. Diskussion

Harnwegsinfektionen (HWI) gehéren zu den haufigsten Infektionen des Menschen,
insbesondere bei Frauen, und kénnen in jeder Lebensphase auftreten. Escherichia coli
Bakterien sind flir 75 bis 90 % der Falle von unkomplizierten Blaseninfektionen bei
jungen Frauen verantwortlich, bei alteren Frauen noch fir etwa 50 % der Falle. In
vielen Féllen kommt es zu erneuten Infektionen. Diese sind entweder auf eine
Reinfektion mit dem gleichen E. coli Stamm zurlckzufUhren, der die erste Infektion
verursachte, oder es handelt sich um eine Neuinfektion (Russo et al., 1995;
Donnenberg und Welch, 1996). Normalerweise gehéren E. coli Bakterien zur
natUrlichen Darmflora des Menschen und bilden dort neben vielen anderen Bakterien
eine transiente und residente Standortflora.

Uropathogene E. coli Bakterien (UPEC) zeigen im Gegensatz zu anderen E. coli
Bakterien des Darmes spezifische Virulenzfaktoren, die es ihnen erst ermdglichen,

extraintestinale Infektionen auszuldsen.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 167 E. coli Stuhlisolate und 186 E. coli Urinisolate
von acht Patientinnen mit chronisch rezidivierenden Harnwegsinfektionen untersucht.
Diese 353 Isolate konnten per Definitionem 130 Klonen zugeordnet werden, wovon 81
Klone innerhalb der Stuhlisolate und 64 Klone innerhalb der Urinisolate vorkommen (16
Klone kommen sowohl in Stuhl- als auch in Urinproben vor). Mittels eines Multiplex-
PCR-Ansatzes wurde ein Virulenzprofil der E. coli Isolate erstellt und es wurden vier
Tests zur phéanotypischen Charakterisierung durchgefihrt. Darliber hinaus wurden
ausgewabhlte Isolate der definierten Klone mit Hilfe der Rep-PCR (repetitive extragenic
palindromic elements; Versalovic et al., 1991; Woods et al., 1993) und der Pulsfeld-
gelelektrophorese (PFGE) (Schwartz und Cantor, 1984; Birren et al., 1988) auf
Persistenzen von E. coli Stdmmen hin (iberpriift. Es wurde nach Ahnlichkeiten
innerhalb von PFGE-Mustern gesucht, um Stdmme zu identifizieren, die mdglicher-
weise aufgrund von DNA-Umlagerungen entstanden sind. Es wurden auBerdem alle
vorhandenen Kklinischen Daten Uber die Patientinnen gesammelt und mit den
Labordaten in Beziehung gesetzt, auch unter dem Gesichtspunkt, daB vier der acht
Patientinnen unter einer prophylaktischen Dauertherapie mit L-Methionin (Acimethin®)
standen.
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V.A Haufigkeiten der Virulenzfaktoren

Pathogene E. coli Stdmme haben ihren Lebensraum zumeist in der Normalflora des
Darmtraktes von Mensch und Tier. Sie unterscheiden sich von apathogenen Stammen
v.a. dadurch, daB sie gewisse Pathogenitatsfaktoren (PF) exprimieren, die ihnen die
Virulenz erst verleihen, daher auch Virulenzfaktoren (VF) genannt. Eine Vielzahl von
Pathogenitatsfaktoren wurde erst durch vergleichende Studien beschrieben, die
zusatzliche Eigenschaften pathogener Stdmme identifizierten, die bei apathogenen
Stdmmen nicht oder nicht in solcher Ausprdgung vorkommen (Johnson 1997;
Donnenberg und Welch, 1996).

Der Vergleich von Haufigkeiten zwischen verschiedenen Studien sollte sorgféltig und
zurlickhaltend erfolgen, wegen der verschiedenen Studiendesigns, des unterschied-
lichen Patientengutes, der Anwendung verschiedener Methoden und wegen der oft
unterschiedlichen Definitionen innerhalb der Studien (Johnson, 1997).

Die Tabelle V.1 dient zum Vergleich von Haufigkeiten aus verschiedenen Arbeiten und
zeigt in den grau unterlegten Spalten die phano- und genotypischen Haufigkeiten der
Virulenzmerkmale der Urin- und Stuhlstdmme aus dieser Arbeit. Die Werte sind die
Prozentwerte fiir die definierten Klone, die erwartungsgeman zu den Haufigkeiten der
Isolate (innerhalb gewisser Schwankungen) proportional sind. Die gelb und hellgelb
unterlegten Spalten geben die Ergebnisse aus den Arbeiten von Brauchle (2002) und
Maibaum (2003) wieder, die z.T. als Erganzung zu dieser Arbeit angesehen werden
mussen. Die nicht unterlegten Spalten zeigen die Haufigkeiten aus thematisch
vergleichbaren Arbeiten, innerhalb derer diese Pathogenitatsfakioren ebenfalls

untersucht wurden.

Gegenuber den Stuhlklonen sind die genotypischen Haufigkeiten fur folgende
Virulenzfaktoren bei den Urinklonen erhéht: Hamolysin, P-Fimbrien, S- bzw. F1C-
Fimbrien, K1-Kapselpolysaccharid, PAI-Marker und M-Blutgruppenadhésin. Die
Haufigkeiten der Gene, die fur Typ-1-Fimbrien, Kapseln der Gruppe Il und I,
Yersiniabaktin und Aerobaktin codieren, einem Genlocus mit Assoziation fir Meningitis
(ibe = invasion of brain epithelium) sowie dem rfc-Gen (Polymerase fur den LPS-
Komplex) sind kaum unterschiedlich. Die Schwankungen fir diese VF betragen
maximal finf Prozent. Das Gen nfak, welches fiir das nicht fimbrielle Adhasin Nfa-I
codiert, wurde in keinem lIsolat nachgewiesen. Das vermehrte Auftreten der o.g.
Virulenzgene in den Urinklonen spricht fur eine Bedeutung der isolierten Keime in der
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Pathogenese der Harnwegsinfektion (Johnson, 1991a; Donnenberg und Welch, 1996,
Johnson, 1997; Muhldorfer et al., 1999).

Tabelle V.1: Ver

leich von Haufigkeiten [%] der Virulenzfaktoren in Urin- und Stuhlstimmen

E E
o 3| = 3| =
g Qof 8 Qo §
T o N © ®© ] ®©
o £ 5 2 Sl 4 2 [e | g | S 4l¥s
535 =<8 sk sEoSl® | SlaclsslssYE
£= o 25 3o So S22 SR>k S|SB SR 8L
© oq_)_o (.ﬁ_eYﬁ-o:‘ﬁ-o: ”I\C/I\C/D_A:) ||—e | =1l =~ ®©
o c c0 2 <L O dOE|p=|lo =P =lE<|E 21 02 S
3 S0l = TISLelS Lo EIEEIEEN Elo =00 glET
Sg Nozs |eBeSleXgEECEScIERESEE S
o 9 s5 el *J|lxolxol2a|pga|pa|lga|=ZT|EO|EOlLX
< .==5<D-8 .gw.gw.gw.gc.gc.ECBC'gw'%w'%%'%c
> o >=00o 5353535858582 8|5k 3b |k 3b S
e . . f f
Hly H'amolysm- 35| 47| 33 35| 49 26| 16 5 12
hiyA bildung 31| 38| 33| 89 31| 21| 28| 5
Pap/Prs 36| 33|22 31| 30| '7
papA 41 74 79| 28
20
papC P-Fimbrien 41 56| 22| 74 43| 68 77| 32| 26 16
papEF 55 74 77| 44
papG Allel | 3| nt.| nt 0 76 1| nt.| nt.
papG Allel 1l 38| nt.| nt.| 68 7| 21| nt| nt
Sfa® S-Fimbrien 14| 9| "7 1 11 "
bzw. 923
sfa/focDE F1C-Fimbrien 52| 38| 28| 79 25| 43| 33| 9
e f f
Fim Typ-1-Fimbrien |21 99| ©1 64| 60 78] 30| 51} g
fimH 84| 88| 83|100 100 79| 78| 68
K1 K1-Kapsel 56| nt.| 11 0 22 32| 28| 34| n.t. 8| 24
kpsMT I Gruppe-Il- 61| nt| nt.| 84 63| 57| nt.| nt
Kapseln
kpsMT Il Gruppe-lil- 23| nt.| nt| 11 1| 24| nt.| nt
Kapseln
fyuA Yersiniabaktin 63| nt.| 72| 95 93 60| nt.| 39
iutA Aerobaktin 59| nt.| 44| 21| 59| 73| 80| 63| nt.| 32| 42
PAI PAI-Marker 45| n.t.| nt.| 95 71| 34| nt. | nt
ibeA Assoziationmit | 441 4| ny| o 5/ 40| nt.| nt.
Meningitis

n.t. nicht getestet

2 Es wurden nicht immer dieselben Gene bzw. Genbereiche des VF untersucht
® Johnson et al., 2001

¢Johnson, 1997

4 Johnson und Stell, 2000
¢ Die Werte der phanotypischen Eigenschaften beziehen sich auf Isolate, nicht auf Klone
" Die Werte beziehen sich auf Klone, nicht auf Isolate
9Donnenberg und Welch, 1996 (PN-Isolate ohne Beriicksichtigung des Wirtsstatus)
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Besondere Aufmerksamkeit verdient das Uber 20 % haufigere Vorkommen des Ki-
Kapselantigens unter den Urinstdmmen, wobei schon die Anzahl der K1 tragenden
Stdmme innerhalb der Stuhlklone im Vergleich zu normalen Stuhlstdmmen gesunder
Probanden erhdht zu sein scheint. Kapseln sind stark mit Serumresistenz und evtl. mit
Pyelonephritiden assoziiert (Johnson, 1991a; Donnenberg und Welch, 1996). Wahrend
sich verschiedene Studien Uber die Bedeutung des K1-Kapselantigens widersprechen,
spricht die in dieser Studie vorliegende Erhéhung eher fir eine Bedeutung von K1-
Kapseln in der Pathogenese und/oder in der Prolongation der Erkrankung.
Interessanterweise hatte die Haufigkeit von K1-Kapseln in der Arbeit von Brauchle
(2002), also zu Beginn der Langzeitstudie, nur einen Wert von 11 % innerhalb der
Urinstdmme (und 8 % innerhalb der Stuhlstamme).

Ebenfalls interessant ist die Tatsache, daBB das Eisenaufnahmesystem Aerobaktin (dies
gilt auch fir das Yersiniabaktin) unter den Urinklonen (Aerobaktin: 59 %,
Yersiniabaktin: 63 %) nicht haufiger vorkommt als unter den Stuhlstimmen
(Aerobaktin: 63 %, Yersiniabaktin: 59 %), wobei die Haufigkeit in den Stuhlstimmen
gegeniber Stuhlstdmmen gesunder Testpersonen (Aerobaktin: 42 %) deutlich erhéht
zu sein scheint (Johnson, 1991a; 1997). Da Aerobaktin wegen seiner Fahigkeit zur
Eisenutilisation als wichtiger Kofaktor fir Virulenz gilt, ist die Frage nach der Ursache
fr diese Verteilung von Bedeutung. Eventuell begiinstigen gewisse (Wirts-) Faktoren
die Ausbreitung des Kovirulenzfaktors Aerobaktin im Darmtrakt, was nachfolgend zu
einer héheren Infektionsrate fihren kénnte. Zu Beginn der Langzeitstudie waren bei
Brauchle (2002) nur 44 % der Urinstdmme und 32 % der Stuhlstdmme als iut-positiv
bzw. als aer-positiv getestet worden.

In frGheren genotypischen Studien wurden die P-Fimbriengene in ca. 20 % der Fakal-,
60 % der Zystitis- und ABU-Isolate, und in 80 % der Pyelonephritis-Isolate gefunden
(Plos et al., 1995). Der Unterschied zwischen pap-positiven Isolaten in Stuhl und Urin
war zu Beginn dieser Langzeitstudie nicht groB (pap-positive Stuhlstimme 20 %,
Urinstdmme 22 % bei Brauchle, 2002), jedoch erhdhte sich der Anteil pap-positiver
Urinstdmme in dieser Untersuchungsperiode auf 41 % und bei den Stuhlstdmmen
wiesen 28 % das P-Fimbriengencluster auf, was jedoch im Vergleich zum Patientengut
mit akuten HWI immer noch als gering einzustufen ist. Eine chronisch geschwéchte
Wirtsabwehr bzw. eine erhéhte immunologische Toleranz kénnte dieses Phanomen gut

erklaren.
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In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Multiplex-PCR das Adhasingen papG genauer
klassifiziert, welches drei verschiedenen Klassen zugeordnet werden kann (Johnson
und Brown, 1996). Der Uberwiegende Teil der untersuchten Stdmme weist das papG
Allel 11l (prsGyee) auf, welches mit UPEC-Stammen in Verbindung gebracht wird (Marrs
et al., 2005).

Es gibt einige Genloci, deren Vorkommen in Verbindung mit bakteriellen Meningitiden
haufiger beobachtet wurde. In dieser Arbeit wurden die Stdmme mit Hilfe der Multiplex-
PCR auch auf das Vorhandensein des Genes ibeA untersucht, das bei der
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke durch E. coli K1-Stamme eine Rolle spielt und auf
einer 20 kb groBen genomischen Insel lokalisiert ist (Huang et al., 2001). Es war kein
Unterschied in den Haufigkeiten zu sehen, mit denen das Gen in Stuhl- und
Urinisolaten nachweisbar war, jedoch muB3 auch hier wieder ein scheinbar generell
gehauftes Vorkommen dieses Genes im Vergleich zu anderen Arbeiten konstatiert
werden. Die dhnlichen Haufigkeiten in Stuhl- und Urinstdmmen sprechen eher fur eine
untergeordnete Rolle im Krankheitsproze3, wahrend das generell haufige Vorkommen
Fragen nach der Ursache dieses Phanomens aufwirft.

Unter Berlcksichtigung, daB die hier untersuchten Patientinnen Uberwiegend in einer
inaktiven Phase ihrer Erkrankung waren und daB es sich innerhalb dieses
Patientengutes um chronische Krankheiten mit jahrelangen Verldufen handelt, sind die
relativ geringen Unterschiede zwischen den Stuhl- und Urinklonen im Vergleich zu
anderen Arbeiten mdglicherweise dadurch erklarbar, daB weniger Virulenzfaktoren
Vorteile fiir das Uberleben des Erregers bringen. Zum einen kénnten sich die Erreger
durch ein kleineres Genom schneller vermehren und zum anderen wirden sie weniger
immunogene Faktoren exprimieren (Blum et al.,, 1994), was sie besser vor der
Immunabwehr des Wirtes schitzt.

Maoglicherweise sind aber auch weniger Virulenzfaktoren fir einen Erreger notwendig,
um in einem chronisch vorgeschadigten Organismus zu persistieren und fast alle der
hier untersuchten Patientinnen haben Gewebeschaden durch ihre rezidivierenden
Entzindungen. Dieser Erklarungsansatz wird durch die Beobachtung von Flnfstick
und Mitarbeitern gestiitzt, daB die Wahrscheinlichkeit, Stdmme ohne Virulenzfaktoren
aus dem Urin zu isolieren, mit der Dauer einer chronisch rezidivierenden HWI zunimmt
(FUnfstick et al., 1997).
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> Fazit:

Insgesamt erlaubt der Vergleich der Stuhlstdmme aus dieser Arbeit mit denen aus den
Arbeiten von Brauchle (2002) und Maibaum (2003) und mit den Stuhlstammen
gesunder Probanden die Aussage, daB die Haufigkeiten der untersuchten VF in den
Stuhlklonen dieser Arbeit z.T. deutlich héher liegen, was am ehesten Folge der
Chronizitdt der Erkrankung sein durfte. AuBerdem erscheint der prozentuale
Unterschied des Vorkommens von VF zwischen Urin- und Stuhlstdmmen in dieser
Arbeit fast durchgehend geringer zu sein als in anderen Arbeiten.

V.B Genkombinationen

Der Vergleich von Genkombinationen sowohl innerhalb einer Arbeit als auch unter
verschiedenen Arbeiten kann flr definierte Patientengruppen neue Erkenntnisse Uber
die Bedeutung bestimmter Virulenzfaktoren, die haufiger zusammen auftreten als
andere, bringen. Zumindest aber darf man hoffen, daB sich Tendenzen von oder
Hinweise auf bestimmte VF-Kombinationen ergeben, die dann weiter evaluiert werden
kénnten.

Bei der Analyse der Genkombinationen wichtiger Virulenzfaktoren innerhalb der Stuhl-
und Urinklone fiel auf den ersten Blick auf, daB sich die Verteilung der
Genkombinationen nach ihren VF nicht sehr unterscheidet. Die Abbildung IV.54 zeigt
jeweils fur Stuhl- und Urinklone einen ahnlichen Kurvenverlauf (Abszisse: Anzahl der
PF, Ordinate: Haufigkeit). Auf den zweiten Blick fallt dann aber auf, daB es unter den
Stuhlklonen ein gréBeres Spektrum an Kombinationen gibt als unter den Urinklonen.
Die 16 in Stuhl und Urin gemeinsam vorkommenden Genkombinationen bilden unter
den Stuhlklonen einen Anteil von 42,7 % und unter den Urinklonen einen Anteil von
62,5 %. Man erkennt weiterhin, daB ein und dieselbe Genkombination mit sechs PF
sowohl bei den Stuhl- (7,32 %) als auch bei den Urinklonen (10,94 %) sehr haufig
vorkommt (fim + K1 + kpsMT Il + fyuA + iutA + ibeA). AuBerdem kann man aus den
Tabellen 1V.47 und 1V.48 ersehen, daB fast alle Kombinationen mit acht Pathogenitats-
faktoren, die in Urinklonen gefunden wurden, auch bei den Stuhlstdmmen mit
derselben PF-Anzahl vorkommen. Das gleiche gilt fur die Genkombinationen mit neun
PF.

Diese Datenlage untermauert die Aussage, daB3 uropathogene E. coli haufig aus dem
Erregerreservoir Darm stammen (Muhldorfer et al., 1999). Auch scheinen v.a. E. coli
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mit einer hdheren Anzahl an PF und/oder einer bestimmten Kombination von PF

uropathogen zu sein.

» hlyA und pap

Das fur das Toxin a-Hamolysin codierende Gencluster wird sehr haufig mit den P-
Fimbriengenen zusammen gefunden und wurde mit Epithelzellenadharenz und
Serumresistenz assoziiert (Johnson, 1991a). Auch tragt a-Hamolysin durch Zytolyse
(Eisenfreisetzung) und Beeinflussung phagozytotischer Wirtskomponenten zur Virulenz
von E. coli bei (Donnenberg und Welch, 1996). Es ist bekannt, daB beide Gencluster
zusammen innerhalb der sog. Pathogenitatsinsel PAl lls3s des uropathogenen E. coli
Stammes 536 auftreten kdnnen (Blum et al., 1994). Diese Genkombination wurde auch
in anderen UPEC-Stdmmen nachgewiesen (Swenson et al., 1996, Schmidt und
Hensel, 2004).

Das a-Hamolysingen ist bei den Urinstdmmen dieser Arbeit mit 31 % deutlich haufiger
zu finden als bei den Stuhlstimmen, bei denen nur 21 % hlyA positiv sind. Innerhalb
der Stuhlklone tragen 13,4 % hly- und pap-Gene gemeinsam, wahrend bei 26,7 % der
Urinstdmme beide VF vorhanden sind.

Diese Daten belegen zwar nicht eindeutig eine Kopplung beider Gencluster, aber sie
weisen auf diese Mdglichkeit hin. In jedem Fall wird die Wichtigkeit der Hamolyse fir
die Pathogenese durch die erhdéhten Prozentwerte bei den Urinstdmmen
hervorgehoben.

Bleibt noch nachzutragen, daB es bei den phanotypischen Tests zwei Isolate gab, die
trotz deutlicher Agglutination hly-negativ waren (mehrfache Uberpriifungen). Wenn es
sich bei diesen beiden Isolaten um E. coli handelt, muB man entweder von falsch-
negativen genotypischen Ergebnissen z.B. aufgrund einer Mutation oder von
Wechselwirkungen mit nicht getesteten Adhéasinen (z.B. Nfa-ll bis VI) oder anderen
Oberflachenmolekilen ausgehen.

» pap/prs bzw. pap und K1

K1-Kapseln werden mit dem Virulenzmerkmal Serumresistenz in Verbindung gebracht.
K1-Kapsel tragende E. coli Stdmme exprimieren mit hoher Wahrscheinlichkeit auch P-
Fimbrien (Donnenberg und Welch, 1996).

In dieser Arbeit wurde bei 34 % der Stuhlklone das K1-Kapselantigen nachgewiesen
und bei 11 % kam K1- und das pap-Gencluster gleichzeitig vor. Analog dazu wurde K1
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in 56 % aller Urinklone gefunden und K1 kommt in 25 % gemeinsam mit dem Operon
far P-Fimbrien vor.

Diese Zahlen bestatigen eine Bedeutung der K1-Kapsel als VF, da sie fir die
Urinstdmme deutlich hoéher liegen. Mit diesen Daten kann man auch nicht
ausschlieBen, daB diese beiden Pathogenitatsfaktoren auf irgendeine Art und Weise
genetisch gekoppelt vorliegen. Die Operons oder zumindest entsprechende
Regulatorgene kénnten z.B. auf Pathogenitatsinseln zusammen liegen (Morschhauser
et al., 1994; Miuhldorfer et al., 1999).

» pap/prs bzw. pap und iutA

Das Eisenaufnahmesystem Aerobaktin ist mit anderen VF v.a. aber mit P-Fimbrien
assoziiert (Johnson, 1991a). In dieser Arbeit kommen die beiden VF in 15,9 % der
Stuhlstdmme und in 21,9 % der Urinstdmme gemeinsam vor. Alle Stdmme, die iutA-
positiv sind und das pap-Gencluster tragen, exprimieren auch P-Fimbrien in vitro.
(Ausnahme: Die Stuhlstdmme der Pat. 8 (US) zeigen keine P-Fimbrien in vitro.)

Es liegt zwar ein erhdhte Koinzidenz beider VF innerhalb der Urinklone vor, allerdings
bleibt es fraglich, ob man aufgrund dieser Daten eine Assoziation beider VF bestatigen
kann. Da fur P-Fimbrien eine geringere Haufigkeit bei chronischen, komplizierten HWI
beobachtet wurde, ist ihre Bedeutung bei der Entstehung akuter Pyelonephritiden doch
sehr viel gréBer (Donnenberg und Welch, 1996), kénnte es sein, da mit dem Verlust
der P-Fimbriengene auch der Verlust des Aerobaktingenclusters einhergeht, z.B. wenn
beide Gencluster und/oder deren Regulation von PAI-Strukturen codiert wirden
(Mahldorfer et al., 1999).

» fimH und jutA

Es wurde ein héheres Risiko fur eine Reinfektion des Harntraktes beschrieben, wenn
bei der Erstinfektion Typ-1-Fimbrien und Aerobaktin positive Stdmme gemeinsam eine
Rolle gespielt haben (Foxman et al., 1995a). In dieser Arbeit sind es 53,1 % aller
Stuhlklone und 50,0 % aller Urinklone, die beide genetische Anlagen tragen und
ungefahr drei Viertel (%) aller Stuhl- und Urinstdmme exprimierten die Typ-1-Fimbrien
auch in vitro. Typ-1-Fimbrien werden jedoch sowohl von pathogenen wie apathogenen
Stdmmen sehr haufig exprimiert (Donnenberg und Welch, 1996) und sie erlangen v.a.
Bedeutung bei der Entstehung von Zystitiden (Svanborg et al., 1994). Auch wurde
nachgewiesen, daB zufallige Punktmutationen im fimH-Gen die Virulenz von E. coli
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erhéhen kénnen (Sokurenko et al., 1998) und daB Typ-1-Fimbrien mit Vernarbungen
der Nieren assoziiert sind (Topley et al., 1989; Johnson, 1991a).

Gegenulber der Arbeit von Brauchle (2002), in der nur 30 % der Stuhl- und 40 % der
Urinklone die Gene flr die beiden VF gemeinsam trugen, ist das ein Anstieg, v.a.
innerhalb der Stuhlklone. Da es jetzt keinen nennenswerten Unterschied mehr
zwischen Stdmmen aus Stuhl und Urin gibt, darf man vermuten, daB diese
Genkombination zumindest bei chronischem Krankheitsverlauf keine groBe Bedeutung
(mehr) hat.

» iutA und fyuA

Eisenaufnahme ist flr E. coli Bakterien essentiell, v.a. in eisenarmen Umgebungen.
Beide Eisenaufnahmesysteme kommen in Stuhl- und Urinklonen mit etwa den gleichen
Haufigkeiten vor (59 bis 63 %). Mindestens eines der beiden Systeme besitzen 80,5 %
der Stuhlklone und 89,1 % der Urinklone. Das spricht fir die Wichtigkeit der
Siderophore fiir diese Keime (Donnenberg und Welch, 1996).

Das gemeinsame Vorkommen von jutA und fyuA innerhalb der Stuhlstimme betragt
43,9 % und innerhalb der Urinstamme 37,5 %. Dies spricht daflir, daB3 Aerobaktin, dem
in anderen Arbeiten eine groBe Bedeutung zugeschrieben wird, eine eher
untergeordnete bzw. eine mit Yersiniabaktin gleichwertige Rolle bei der hier
untersuchten Patientengruppe hat. Es ware vorstellbar, daB pathogene Keime
aufgrund organischer Vorschadigungen des Wirtes schon per se besser an Eisen
kommen, so daB die Vorteile von Aerobaktin nicht mehr so wichtig fir das Bakterium
sind.

» sfalfoc

Die Gene sfa/focDE kommen bei 43 % der Stuhlklone und bei 52 % der Urinklone vor.
Im Hamagglutinationstest, der nur fiir S-Fimbrien spezifisch ist, wurden jedoch nur
8,5 % der Stuhlklone und nur 14,1 % der Urinklone positiv getestet. Diese Daten
sprechen dafir, daB die meisten Stuhl- und Urinstdmme, die in der Multiplex-PCR
positiv getestet wurden, das F1C-Fimbriengencluster tragen, somit F1C-Fimbrien aber
eben wohl zumeist keine S-Fimbrien exprimieren.

S-Fimbrien binden an verschiedene Oberflachen von Uroepithelzellen, an Tamm-
Horsfall-Protein, mit dem sie wohl gréBtenteils aus dem Harntrakt ausgeschwemmt
werden, und an Laminin, einem Matrixprotein und Bestandteil von Basalmembranen.

Sie haben immunmodulatorische Wirkung und werden v.a. mit Meningitiden bei
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Neugeborenen und Bakteriamie assoziiert (Johnson, 1991a; Morschhduser und
Hacker, 1994). In Stuhlisolaten von gesunden Kontrollpatienten sind sie mit ahnlicher
Haufigkeit wie in Urinisolaten von Patienten mit HWI zu finden (Donnenberg und
Welch, 1996).

V.C Persistenzen von E. coli Stammen

Ein mogliches Reservoir fur harnwegsinfizierende E. coli Bakterien stellt die Flora des
Gastrointestinaltraktes dar. Zum einen kdnnte ein zahlenméaBig dominanter Keim aus
dem Stuhl die Ursache fiir eine Harnwegsinfektion sein. Zum anderen kénnten aber
auch Keime, die eine bestimmte Ausstattung an Virulenzfaktoren aufweisen, die
Ursache fir Harnwegsinfektionen sein. Der Nachweis von Persistenzen bei
Urinstdmmen ist interessant, da man einen selektierten Pool von Erregern erhalt, die
die notwendigen Fahigkeiten zur Persistenz auspragen. Ein solcher Bakterienpool fuhrt
weiter zu einer Analyse, welche Fertigkeiten des Erregers verantwortlich fir die
Auslésung oder Prolongation der untersuchten Krankheit und/oder fir die
Uberdauerung im Wirt sein kénnten. Des Weiteren sind aufgetretene Verénderungen
innerhalb dieses Pools im zeitlichen Verlauf von Interesse, um Rickschlisse auf
Ursachen der Chronizitéat einer Erkrankung zu ziehen.

Hinsichtlich der Untersuchung von Persistenzen ist dieses Kapitel als Zusam-
menfassung der Ergebnisse aus dieser Arbeit und den Dissertationen von Brauchle
und Maibaum zu sehen (Brauchle, 2002; Maibaum, 2003). Die Studien der beiden
Vorgangerinnen beschaftigten sich ebenfalls u.a. mit dem Rep-PCR-Screening von
Stuhl- und Urinisolaten und dem Vergleich der DNA-Profile von Stdmmen mittels
Pulsfeldgelelektrophorese. In dieser Arbeit wurden Stuhl- und Urinproben von acht
Patientinnen untersucht. Sechs dieser Patientinnen (Patientin 1, 2, 3, 5, 8, 11) wurden
Uber den Gesamtstudienzeitraum (1997 - 2000) beobachtet.

Tabelle V.3 faBt fir den Gesamtstudienzeitraum patientenweise alle E. coli Isolate
zusammen, die Uber mehr als ein Abnahmedatum hinweg (Persistenz) oder an einem
Abnahmedatum in Stuhl und gleichzeitig in Urin (Koexistenz) gefunden wurden. Diese
Tabelle ist eine Kurzfassung der Tabelle VIIl.2 (siehe Anhang), in der alle an
Persistenzen oder an Koexistenzen beteiligten Isolate mit ihren wichtigsten
Pathogenitatsfaktoren aufgelistet sind.
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Tabelle V.2: Persistenzen oder zeitliche Koexistenzen von E. coli Isolaten aus Stuhl- und
Urinproben wéahrend des Gesamtstudienzeitraumes (1997-2000)

Patientin Persistenzen oder zeitliche Koexistenz in Stuhl und Urin Gesamtdauer

[Datum [Buchstabencode] (U = Urin, S = Stuhl)] [Monate]
Pat. 1 (CB) F(U) > G (U) > H(S+U) > | (U+S) 812

K(U+S) > P (U) 14

K(S) > P (U+S) 14

O (U+S) 0

QU) >R ) 2%
Pat. 2 (HF) ES+U)>G(S)>L(S)>M(S)> 0 (U) 24

[(S) > K(S) 3

K(S) > L(S) 2
Pat. 3 (CG) C(S)2>H(S)>K(S)=>L(S)=>N(S)>0(S+U) 9

G (S+U) 0

[(S) > M(S) 1

P(S)>Q(S) 2

P (U) > Q) 2

T (U+S) > U (U) 2

U (U+S) 0
Pat. 5 (EM) B(U)>C (U >D(U 17 Va

C(S)=>D(S) 13 %

E (U) > F (U+S) 2%
Pat. 8 (US) C(S)>D(S) 2

G(S)>1(S) 6

N (U+S) > O (U) > P (U) 5
Pat. 11 (SH) D (U+S) > E (S) 4%

F (U+S) 0

F (U+S) 0
Pat. 22 (IH) A(S)~> B (U) Va

B (S+U) 0

D (S+U) 0

K (U+S) 0
Pat. 29 (SJ) KEINE Persistenzen oder Koexistenzen 0

Bei sechs Patientinnen kommt es in einem Gesamtbeobachtungszeitraum (17.04.1997
bis 28.06.2000) von 38 "2 Monaten 18-mal vor, daB ein Stamm in Stuhl und Urin
gleichzeitig nachgewiesen werden konnte (Koexistenzen). Fur zehn dieser
Koexistenzen wurde der gleiche Stamm zu frilheren und/oder spéateren Zeitpunkten
nochmals gefunden (Persistenzen).

Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung der Virulenzfaktorgene innerhalb dieser
Gruppe von E. coli Stammen, die entweder in Stuhl und Urin persistierten oder am
gleichen Abnahmedatum nachgewiesen werden konnten, so zeigt sich, daB die Typ-1-
Fimbriengene in 95 % aller Isolate vorkommen (Stuhl: 95 %, Urin: 94 %). Es folgen die
Gene fir die beiden Eisenaufnahmesysteme Yersiniabaktin mit 85 % und Aerobaktin
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mit 63 % Anteil am Gesamtvorkommen. Die Verteilung in Stuhl- und Urinisolaten der
beiden VF bringt jedoch erst eine genauere Aussage bezlglich ihrer méglichen Rollen
in der Pathogenese von komplizierten HWI. Wahrend namlich Yersiniabaktin innerhalb
der Urinisolate Uberreprasentiert ist (Stuhl: 80 %, Urin: 91 %), verhélt es sich mit
Aerobaktin genau umgekehrt (Stuhl: 77 %, Urin: 50 %). Als nachstes treten in der
Reihe der Haufigkeitsverteilungen die K1-Kapselgene auf. Sie kommen bei 58 % aller
Isolate (Stuhl: 47 %, Urin: 69 %) vor, gefolgt von S-Fimbriengenen, die bei der Halfte
der Isolate vorkommen (Stuhl: 43 %, Urin: 59 %). Die restlichen Virulenzfaktoren sind
in absteigender Reihenfolge P-Fimbrien (41 %), a-Hamolysin (36 %) und zytotoxisch
nekrotisierender Faktor 1 (34 %), wobei alle in Urinstdmmen deutlich haufiger
vorhanden sind, hlyA und pap etwa 2-fach und cnf-1 sogar 4-fach haufiger. Das
Bemerkenswerte am Vorkommen des cnf 1-Gens ist, daB es immer nur in Verbindung
mit dem hly-Gencluster auftritt (100 %), was friheren Feststellungen entspricht
(Johnson, 1991a; Brauchle 2002; Maibaum, 2003).

Die aufgetretenen Unstimmigkeiten innerhalb der Ergebnisse fir einen Virulenzfaktor
kdénnen verschiedene Ursachen haben. Da in den drei verschiedenen Arbeiten fir den
Test auf bestimmte VF z.T. unterschiedliche Primer fir z.T. unterschiedliche Gene ein
und desselben Operons benutzt wurden, kénnte es sein, daB das ein oder andere
Ergebnis falsch positiv ausgefallen ist. Zum Beispiel kdnnte der Unterschied bei den
Isolaten 8G2 und 811 darauf beruhen, daB fimH zwar vorhanden ist, aber andere Gene
des Operons eben nicht vorhanden sind (fimH-Test ist negativ) und damit Typ-1-
Fimbrien von diesem Stamm nicht exprimiert werden (kdnnen). Das zeigt, daB man
nicht immer davon ausgehen darf, daB das Operon fiir einen VF komplett vorhanden
ist, wenn man nur auf einen Teil der Gene dieses Operons testet. Mdglicherweise
handelt es sich bei manchen Unstimmigkeiten auch um DNA-Deletionen, die von
einem der beiden oder beiden Fingerprintingmethoden (Rep-PCR und PFGE) nicht
erfaBt wurden, weil die Primerbindungsstellen bzw. die Restriktionsenzymschnittstellen
unabhangig von den entsprechenden Genomfragmenten gelegen waren. Solche
Fehldetektionen der Fingerprinting-Methoden kénnen auch erklaren, warum manche
Stdmme mit demselben PFGE-Bandenmuster unterschiedliche Rep-PCR-Muster
innerhalb der zugehdrigen Isolate zeigen (Russo et al., 1995). Ein weiterer Grund fir
die unterschiedlichen Ergebnisse bei manchen VF-Tests mittels PCR kdnnen auch
Mutationen innerhalb des interessierenden Genes sein, die sich auf die Primerbindung
ausgewirkt haben, auch ohne daB die Virulenz des Erregers dadurch verloren geht
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(s.u.; Sokurenko et al., 1998). Man muB auBerdem bedenken, daB alle drei
angewandten Methoden mit einer gewissen Fehlerquote behaftet sind.

Die Haufigkeitsanalyse der Virulenzfaktoren innerhalb persistierender oder
koexistierender Stdmme scheint die Feststellung zu bestatigen, daB bei chronischer
HWI die Bedeutung der Virulenzfaktoren, die sonst v.a. fir akute Pyelonephritiden
verantwortlich gemacht werden (hly, pap, cnf-1), in den Hintergrund riickt (Johnson,
1991a; Donnenberg und Welch, 1996). Méglicherweise hat das mit der Immunabwehr
des Wirtes zu tun, mit bestimmten Regulationsmechanismen von E. coli oder mit
beidem.

Stéarker immunogene VF sind nach Etablierung im Organ des Wirtes eventuell ein
Nachteil fir extraintestinale E. coli, so daB diese Faktoren unter dem naturlichen
Selektionsdruck ,abgestoBen” werden, z.B. durch Exzision von Pathogenitatsinseln,
auf denen die Gene bzw. Regulatorgene flr diese VF u.a. auch liegen kdnn(t)en
(Hacker et al., 1990; Blum et al., 1994; Morschhauser und Hacker, 1994). Selbst bei
vorgeschadigtem Organismus und schwacher Wirtsabwehr wére es denkbar, daB3 die
Erreger versuchen, ihr Genom zu verkleinern, um sich (Wachstums-) Vorteile zu
sichern (Hacker et al., 1990; Blum et al., 1994). Es kénnte nattrlich auch sein, daB sich
andere Bakterien durchsetzten, die weniger VF tragen und somit weniger immunogen
wirken, wahrend die immunogeneren Stamme von der Abwehr eliminiert werden. Fir
Stdmme, die a-Hamolysin, S-Fimbrien und CNF 1 codieren, wurde eine Senkung des
Rezidivrisikos nachgewiesen (Foxman et al., 1995b). Die Entdeckung stitzt diese
These genauso wie die Beobachtungen anderer Autoren, daB bei Chronizitat von HWI
eher Stamme mit weniger VF zu finden sind (Johnson, 1991a; Donnenberg und Welch,
1996).

Nach der Datenlage scheinen tatsachlich die Faktoren die Oberhand zu gewinnen, die
sonst nicht so sehr mit komplizierten HWI assoziiert sind. Die starke Présenz von Typ-
1-Fimbrien und Yersiniabaktin, das haufig zusammen mit dem irp-Gencluster auf einer
sog. HPI (= high pathogenicity island) liegt, fallt sofort auf (Heesemann et al., 1993;
Schubert et al., 1998). Es sind einige Grinde denkbar, die zu dieser Entwicklung
beitragen kénnten. So muB man vermuten, daB Vorinfektionen nicht nur das Gewebe
schadigen, sondern auch lokale  Abwehrmechanismen  beeintrachtigen.
Gewebeschaden kénnten fur Typ-1-Fimbrien v.a. wegen eines leichteren Zugangs zu
Laminin, einem Matrixprotein und Bestandteil von Basalmembranen, von Vorteil sein,

da sie an dieses Protein binden kénnen (Korhonen et al., 1997). AuBerdem kdnnten
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Vorschadigungen bei der einen oder anderen Patientin auch Auswirkungen auf die
Tamm-Horsfall-Protein-Ausscheidungen haben. Da S- und Typ-1-Fimbrien an THP
binden (Donnenberg und Welch, 1996), und dadurch aller Wahrscheinlichkeit nach zu
einem GroBteil aus dem Harntrakt eliminiert werden kdnnen, wirde dann ein
unspezifischer Abwehrmechanismus fehlen. Beachten muB man auch, da THP mit
zunehmendem Alter in geringeren Mengen sezerniert wird (Sobel und Kaye, 1985) und
es sich bei einigen dieser Probanden auch um Aaltere Patientinnen jenseits der
Menopause handelt, was ohne Ostrogensubstitutionstherapie an sich schon ein
zusatzliches Risiko zu sein scheint (Agace et al., 1996). Fir das Adhasingen fimH der
Typ-1-Fimbrien wurden auch Mutationen beschrieben, die die Bindungsstarke der
Fimbrien erhéhen kénnen (Sokurenko et al., 1998). Dies kénnte auch ein potentieller
Pathomechanismus sein, v.a. in vorgeschadigtem Gewebe evil. sogar in Verbindung
mit einer lokalen oder systemischen Abwehrschwache. Das Merkmal ,K1-Kapseln®,
das im Vergleich zur Gesamtheit aller untersuchten Stdmme v.a. innerhalb
persistierender Urinstdmme vermehrt gefunden wurde, scheint nicht nur bei
Pyelonephritiden, Bakteridmie bei Neugeborenen und Meningitis, sondern auch bei
chronischen Infektionen durch E. coli eine Rolle zu spielen (Johnson, 1991a;
Donnenberg und Welch, 1996).

» Fazit:

1.) Die Eigenschaften von sonst als schwach pathogen charakterisierten Keimen
scheinen bei chronischen Verlaufen von komplizierten HWI auszureichen, um eine
Exazerbation hervorzurufen bzw. die Krankheitsdauer zu verlangern. Dabei scheinen
die weit verbreiteten Typ-1-Fimbrien und Systeme zur Eisenaufnahme eine besondere
Rolle zu spielen.

2.) Es wird deutlich, daB man verschiedene Arten von Harnwegsinfektionen genau
unterscheiden sollte. Selbst die Gruppe der Pyelonephritiden muB noch weiter
differenziert werden in akute und chronische Formen und auch dabei wird sich
wahrscheinlich noch eine Gruppenbildung (nach Risikofaktoren) herauskristallisieren.

V.D DNA-Umlagerungen

Der Vergleich der PFGE-Bandenmuster der Isolate untereinander sollte Persistenzen
und zeitliche Koexistenzen aufdecken und sollte gleichzeitig potentielle Kandidaten fir
eine stattgefundene DNA-Umlagerung im Vergleich zu vorher charakterisierten
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Stdmmen identifizieren. Man geht davon aus, daB Bandenverschiebungen
(Bandenshifts) in gewissen Bereichen DNA-Umlagerungen widerspiegeln. Diese so
identifizierten Kandidaten kénnten eventuell eine Gruppe von Stdmmen bilden, die ihr
Genom veradndert haben. DNA-Umlagerungen wie z.B. der Verlust von
Pathogenitatsinseln kdénnten einen generellen Mechanismus zur Modulation der
bakteriellen Virulenz darstellen (Hacker et al., 1990).

Leider wurde durch diese Studie nur eine geringe Anzahl solcher Kandidaten mit DNA-
Umlagerungen identifiziert. In den bisher im Institut durchgefihrten Folgeunter-
suchungen haben sich einige Ahnlichkeiten innerhalb der PFGE-Muster jedoch schon
als das Vorhandensein einer Mischpopulation herausgestellt. Dies ware auch ein
Erklarungsansatz dafir, weshalb fir manche dieser Isolate keine verwertbaren PFGE-
Muster zu gewinnen waren. Méglicherweise sind auch andere Erreger als E. coli an
den rezidivierenden Infektionen v.a. bei Pat. 2 (HF) beteiligt, was unter dem Gesichts-
punkt der Mischinfektion die hohe Anzahl an nicht auswertbaren Pulsfeldbléckchen aus
den Urinproben dieser Patientin erklaren wirde.

Doch scheint bei Pat. 2 (HF) auch ein echter Bandenshift vorgekommen zu sein.
Hierbei ist deutlich eine Bandenverschiebung im Bereich zwischen 290 und 340 kb bei
genotypischer Identitat erkennbar (Abbildung IV.12).

Die Einschrankungen, denen die angewandten Screeningmethoden unterliegen, sind
bereits im Kapitel Gber Persistenzen angesprochen worden. An dieser Stelle soll noch
hinzugeflgt werden, daBB es méglicherweise genetisch unterschiedliche E. coli Stamme
gibt, die trotzdem das gleiche PFGE-Bandenmuster zeigen, wie die Arbeit von Russo
und Kollegen vermuten laBt (Russo et al., 1995). Man kdénnte also spekulieren, ob die
Pulsfeldgelelektrophorese nicht eher eine ungeeignete Methode ist, solche diskrete,
genomische Unterschiede in ausreichender Anzahl und Genauigkeit zu erfassen.
Wenn DNA-Umlagerungen eher seltene Ereignisse sind, kénnte es auch durchaus
sehr schwierig sein, sie nachzuweisen. Das bedeutete, daB die Zahl und die Frequenz
der untersuchten Isolate zur Detektion des Phdnomens auch in dieser Studie noch zu
gering sein kdnnte, was folglich noch weiteren Aufwand in der Forschung voraussetzte.

V.E Klinische Aktivitat

Im Untersuchungszeitraum dieser Arbeit hatten von den acht untersuchten
Patientinnen nur zwei (beide unter Acimethin®) Exazerbationen ihrer chronischen
Erkrankung. Klinisch aktive Phasen wurden bei Pat. 8 (US) am 12.05.1999 (K) und am
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19.01.2000 (N) sowie bei Pat. 22 (IH) am 31.03. und nachfolgend am 07.04.1999 (E
und F) gefunden.

Bei Pat. 22 (IH), die zum Zeitpunkt E mit akuten Symptomen in die Klinik kam, konnte
aus der Urinprobe kein E. coli Isolat angeziichtet werden und aus der Stuhlprobe
konnten nur zwei Klone (22KL5 und 6) isoliert werden, die Typ-1-Fimbrien exprimieren
und beide getesteten Eisenaufnahmesysteme besitzen. Die Stuhl- und Urinprobe der
folgenden Kontrolluntersuchung F ergaben keinerlei Wachstum auf einem Selektiv-
nahrboden, was nicht verwunderlich ist, weil die Patientin zu diesem Zeitpunkt mit dem
Antibiotikum Berlocombin® (Folsdurereduktasehemmer Trimethoprim und Sulfonamid
Sulfamerazin) behandelt wurde. Auch zu den folgenden zwei Untersuchungsterminen
G und H (13.04.1999 und 26.05.1999) blieben die entnommenen Proben ohne
Wachstum. Erst nach Absetzen des Antibiotikums konnte wieder ein Probenwachstum
festgestellt werden.

Pat. 8 (US) hat sich bis zum Abnahmedatum K bereits selbst mit der Einnahme von
Tavanic® (Chinolon Levofloxacin) geholfen, nachdem sie wenige Tage zuvor einen
weiteren HWI-Schub erlitten hatte. Die Urinprobe zu diesem Untersuchungstermin
wuchs dementsprechend nicht an und bei den Isolaten der Stuhlprobe konnten bis auf
Typ-1-Fimbrien und Aerobaktin keine weiteren Virulenzfaktoren nachgewiesen werden.
Eine neuerliche Infektion zum Zeitpunkt N zeigte bereits in der klinischen Diagnostik
mit selektiven Urineintauchndhrbdden wieder E. coli Bakterien. In den Isolaten aus der
Urinprobe wurden dann v.a. a-Hamolysin-, S-Fimbrien-, Typ-1-Fimbrien- und
Kapselgene (K1 und kpsMT Il) nachgewiesen, jedoch keine Eisenaufnahmesysteme.
In den Stuhlisolaten wurden im Wesentlichen nur die Faktoren K1 und kpsMT Il positiv
getestet. Interessanterweise wurden an den beiden folgenden Kontrollterminen O und
P (29.03.2000 und 21.06.2000), zu denen sich die Patientin wohl flhlte und als klinisch
inaktiv eingestuft wurde, in den Urinproben exakt dieselben E. coli Stamme (PFGE-
Muster XXVI) wie zu dem Zeitpunkt N gefunden.

Diese Konstellation 1aBt vermuten, daB entweder die Immunabwehr der Patientin
entsprechend geschwacht war (hierbei mag auch eine gewebliche Vorschadigung bei
chronischem Krankheitsverlauf eine Rolle spielen) und/oder der Stamm sich in vivo
weniger virulent verhdlt als invitro nachzuweisen ist. Jedenfalls [aBt sich die
Beobachtung, daB die Virulenz eines Stammes mit l&ngerer Persistenz abnimmt
hierdurch bestatigen (Funfstlck et al., 1997). Man kdnnte in diesem Fall hinzuflgen,
daB dies sogar bei gleich bleibenden Virulenzfaktoren (in vitro) gilt. Das Beispiel
veranschaulicht auch, daB sich die aus Stuhl isolierten Stamme mit relativ wenigen
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Virulenzfaktoren prasentieren, wahrend der nachweislich selbe Stamm (PFGE) in der
Urinprobe eine Vielzahl von Virulenzfaktoren aufweist.

Wenn man diese Daten zugrunde legt, kann man damit tendenziell die Ergebnisse aus
den Arbeiten von Brauchle (2002) und Maibaum (2003) bestatigen, daB sich sowohl
die Urin- als auch die Stuhlklone bei aktiven Phasen nur geringfligig von denen der
inaktiven Intervalle zu unterscheiden scheinen. Es handelt sich in den aktiven
Krankheitsphasen um relativ apathogene Stuhlstdmme, die alle mit Typ-1-Fimbrien und
mindestens einem Eisenaufnahmesystem ausgestattet sind. Die Beobachtung von
Brauchle, daB sehr viele Urinstdmme aus klinisch aktiven Phasen die Kombination aus
den Genclustern fim, iut, fyu und irp aufweisen, kann bei der Datenlage dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Jedoch kann bestéatigt werden, daB Urinstdmme in aktiven
Phasen eher keine P-Fimbrien zeigen bzw. benétigen (Johnson, 1991a). Beim
gefundenen Urinstamm lassen sich vermehrt Pathogenitatsfaktoren nachweisen, was
die Untersuchungsergebnisse von Maibaum bezlglich der Bedeutung von a-
Hamolysin und S-Fimbrien bei Aktiv-Phase-Urinstdmmen hervorhebt. Wenn man
diesen einen Urinstamm zu Grunde legen kann, dann wird hier auch die Bedeutung fur
Kapseln hinsichtlich der Virulenz von UPEC nochmals betont.

AbschlieBend sei noch angemerkt, daB die Patientinnen Uber sehr viel Erfahrung im
Umgang mit ihrer Krankheit verfigen und oft von sich aus notwendige therapeutische
Schritte einleiten, wie bei Pat. 8 (US) zu sehen ist. Dies ist sicher ein weiterer Grund,
weshalb die Beurteilung der Ergebnisse bei chronischem Krankheitsverlauf schwieriger
ist.

V.F EinfluB der Acimethin®-Therapie

Zu den internationalen Therapieempfehlungen bei chronisch rezidivierenden
Harnwegsinfektionen gehért u.a. eine Dauerprophylaxe mit L-Methionin (Acimethin®),
um Rezidiven und Infektsteinbildung vorzubeugen (Finfstick et al., 2003). Obwohl
Funfstick und Mitarbeiter zeigen konnten, daB Acimethin® zu einer signifikanten
Reduktion der Zytoadhdrenz von E. coli an Uroepithelzellen flhrt, ist dennoch unklar
inwieweit adharenzvermittelnde Virulenzfaktoren von E. coli im Harntrakt und auch
schon friher durch die Medikation per os im Darmtrakt beeinfluBt werden oder
inwieweit andere Mechanismen und Wechselwirkungen eine Rolle spielen (Funfstlick
et al., 1997). Die Beobachtungen der Arbeitsgruppe um Flnfstlick ergaben, daB in
ihnrem Patientengut (Frauen nach akuter HWI) keine erneuten Infektionen unter

133



V. Diskussion

Acimethin®-Metaphylaxe auftraten. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch bei
Brauchle (2002) und Maibaum (2003) wurden jedoch die wenigen neuerlichen
Infektionen im Vergleich zu einer Vielzahl an Infektionen vor Acimethin®-Gabe
(Funfstick et al., 1997) fast ausschlieBlich bei Patienten unter Acimethin®-Therapie
beobachtet. Dieser Umstand darf aber aufgrund fehlender Untersuchungen zur
Wirkweise des Medikamentes auf E. coli und aufgrund des unterschiedlichen
Patientengutes nicht als aussagekraftig gewertet werden. Es scheint so, als ob der
Effekt einer Prophylaxe auch von der Art der Harnwegsinfektion abh&ngt. Eine
Therapie mit L-Methionin stellt eben nur einen Pfeiler eines multimodalen Behand-
lungskonzeptes dar und E. coli findet offenbar v.a. bei chronischen Infektionen Wege
sich trotz Metaphylaxe zu vermehren bzw. auszubreiten.

In allen drei Arbeiten aus dem Institut fir Molekulare Infektionsbiologie (IMI) konnte
gezeigt werden, daB die Pathogenitétsfaktoren seltener innerhalb der Stuhlklone unter
einer Acimethin®-Therapie zu finden sind, mit Ausnahme des Genclusters hly und
kpsMT Il in dieser Arbeit. Auch innerhalb der Urinklone sind alle Pathogenitatsfaktoren
zum Teil deutlich seltener unter Acimethin®-Prophylaxe zu finden, wieder mit der
Ausnahme des Kapselgenes kpsMT Ill, das im angesauerten Urin am haufigsten
nachweisbar ist. Bezlglich dieser Kapselart darf man folglich vermuten, daB die
Wirkung des Medikamentes diesen Pathogenitétsfaktor eher férdert. Das vermehrte
Auftreten von a-Hamolysin innerhalb der Stuhlklone unter Therapie wurde in keiner der
Vorarbeiten so gefunden und ist méglicherweise Ausdruck eines geringen Einflusses
des Medikamentes auf die a-Hamolysin-Expression.

Bei Betrachtung der Abbildung IV.57 ist ein klarer Trend fir eine Reduktion von
Pathogenitatsfaktoren unter einer prophylaktischen Gabe von L-Methionin zu
erkennen, sowohl innerhalb der Stuhl- wie auch innerhalb der Urinklone. Da geringere
Zahlen an Pathogenitatsfaktoren eine verminderte Virulenz der Keime bedingen, durfte
mit einer insgesamt geringeren Infektionsrate unter einer solchen Prophylaxe
gerechnet werden. AuBerdem erscheint nach dieser Datenlage eine BeeinfluBung von
E. coli durch L-Methionin bereits im Darmtrakt méglich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen eher die gangige Praxis einer Gabe von L-
Methionin zur Vorbeugung von rezidivierenden Harnwegsinfektionen. Zum EinfluB3 von
Acimethin® gibt es allerdings noch einigen Forschungsbedarf, um alle offenen Fragen

zu klaren.
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VI. Zusammenfassung

Harnwegsinfektionen (HWI) gehdéren zu den haufigsten bakteriell bedingten
Erkrankungen; vor allem Frauen sind sehr haufig betroffen. Harnwegsinfektionen
kommt groBe medizinische und volkswirtschaftliche Bedeutung zu. Bei akuten
unkomplizierten Infekten ist allein Escherichia coli in Gber 70 % der Falle die Ursache.
Auch bei komplizierten chronischen Infektionen spielt Escherichia coli in Uber 40 %
aller Falle eine groBe Rolle.

E. coli Stamme, die die Nieren und ableitenden Harnwege inklusive Harnblase
infizieren, werden als uropathogene E. coli (UPEC) bezeichnet. Sie unterscheiden sich
von anderen, apathogenen E. coli Stdmmen dadurch, daB sie bestimmte Virulenz-
faktoren (VF) und Fitnessfaktoren besitzen, die ihnen besondere Virulenz verleihen.
Solche Virulenzfaktoren sind vor allem Kapseln, Adhasine, Toxine und Eisen-
aufnahmesysteme.

In dieser Arbeit wurden Stuhl- und Urinproben von acht Patientinnen untersucht, die in
der nephrologischen Abteilung der Universitatsklinik Jena betreut wurden und alle an
chronisch rezidivierenden Harnwegsinfektionen leiden. Die gewonnenen Isolate
wurden mittels Multiplex-PCR auf Virulenzfaktoren getestet, die fiir UPEC typisch sind.
Des Weiteren wurden mit Hilfe der ,Repetitive Extragenic Palindromic* (Rep)-PCR und
den Ergebnissen aus der Multiplex-PCR-Analyse Klone definiert. Ausgewahlte Isolate
wurden mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) untersucht. Die Rep-PCR- und
PFGE-Ergebnisse aus vorangegangenen Arbeiten (L. Brauchle, 2002 und M.
Maibaum, 2003) wurden in diese Arbeit mit integriert und nomenklatorisch angeglichen.
Die 167 Stuhl- und 186 Urinisolate dieser Arbeit konnten 81 Stuhl- und 64 Urinklonen

zugeordnet werden.

In der vorliegenden Studie scheinen die Haufigkeiten UPEC-typischer Virulenzfaktoren
nach langerer chronischer Harnwegsinfektion wieder etwas anzusteigen. Insbesondere
aber nahmen die Haufigkeiten der Virulenzfaktoren innerhalb der Stuhlstimme zu und
entsprachen oftmals nahezu den Haufigkeiten bei Urinstammen. Kapselgene, die bei
Urinstdmmen deutlich haufiger gefunden wurden, scheinen bei Chronizitat eine Rolle
zu spielen. Auch innerhalb der Urinklone haufiger zu finden waren die fir Hamolysin,
P-Fimbrien, S- bzw. F1C-Fimbrien codierenden Gencluster.
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Als Erregerreservoir scheint auch bei chronischen Harnwegsinfektionen der Darm
festzustehen. Im Gesamtstudienzeitraum von 38 Monaten (1997-2000) koexistierten 18
Stdmme in Stuhl und Urin gleichzeitig. Zehn dieser Koexistenzen wurden nochmals zu

anderen Zeitpunkten gefunden (Persistenzen).

Uber den Vergleich der PFGE-Muster von Stuhl- und Urinklonen konnten bei
Probandin Pat. 2 (HF) Klone mit dem PFGE-Muster IV und XV identifiziert werden,
deren Bandenmuster sich so &hnlich sind (nur ein einziger Bandenshift), daB hier
vermutlich eine DNA-Umlagerung stattgefunden hat.

Innerhalb von 51 Untersuchungsterminen konnte lediglich vier Mal eine akute
Exazerbation erfaBBt werden. Tendenziell 1aBt sich Gber den gesamten Studienzeitraum
ein Rickgang an erneuten Ausbrlichen bei &hnlicher Verteilung des Virulenzfaktor-
spektrums in den gefundenen Stuhl- und Urinstdmmen beobachten.

Eine prophylaktische Gabe von L-Methionin (Acimethin®) verminderte die Haufigkeit
der untersuchten Virulenzfaktoren innerhalb der Stuhlstdmme, kann aber bei
chronischen Harnwegsinfektionen eine Exazerbation nicht sicher verhindern,

maoglicherweise jedoch deren Anzahl verringern.
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1520 102U 1KL11 27 + 4+ + + 4+ + - - -+ + 4+ -+ -+ + + - - - -
1521 103U 1KL11 27 + 4+ + + 4+ + - - -+ + 4+ -+ -+ + + - - - -
1522 104U 1KL12 27 + + + + + + - - - + + + + + -+ + + - + - -
1523 105U 1KL13 27 + + 4+ + + + - - -+ o+ + -+ -
1525 101 1KL11 27 XXVII + + + + + /+ - - - + + + - + -+ + + - - |- -
1526 102 1KL14 27 + + + + + + - - -+ ++ -+ -+t -+ -
1527 103 1KL14 27 + + + + + + - - -+ ++ -+ -+t -+ -
1528 104 1KL14 27 + + + + + + - - -+ ++ -+ -+t -+ -
1529 105 1KL14 27 + 4+ + + + + - - - 4+ 4+ + -+ -+ + + - 4 -
08.12.99 1739 1P1U 1KL15 28 XVI CRIERE S R S S S S S S S S S e I S
1740 1P2U 1KL17 29 XVl - - - - |- - /- 4+ - - 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ 4+ - - + + -
1741 1P3U 1KL17 29 T N N N I e T O 0 20 S 0 S o N I 2 I
1742 1P4U 1KL17 29 SO R N N N N O + + 4+ + -+ + - -+ 4 -
1743 1P5U 1KL17 (29 T N N N I e T O 0 20 S 0 S o N I 2 I
1745 1P1 1KL16 28 XXVIl - - + + + + - + - - 4+ + + 4+ - + + + - + + -
1746 1P2 1KL15 28 - -+ 4+ ++ -+ - -+ -+ - -4 -
1747 1P3 | 1KL15 28 CRIEE S R S A ST S S S S S S S e i S
1748 1P4  1KL17 29 XVl - - - - |- - /- 4+ = - 4+ 4+ 4+ 4+ - 4+ 4+ - - + + -
1749 1P5 1KL16 28 e L L S S S S S N S S S
22.03.00 2000 1Q1U 1KL18 30 XXIX ' - - - - |- - /- - - 4+ - + 4+ - + - + - - - -|-
2001 1Q2U 1KL19 (31 XXX - - 4+ - - -|- - + 4+ 4+ + + 4+ - + - + - + - -
2002 1Q3U 1KL19 31 CRER SR N - 4+ + 4+ -+ -+ -+ -
2003 1Q4U 1KL19 31 CRICR R A R AR A S S S S S + -+ - -
2004 1Q5U 1KL20 31 - - - - e e - = =
14.06.00 2057 1R1U 1KL21 32 XXXl '+ - + - - - |- - 4+ - - 4 -|- -/- - - - - - -
2058 1R2U 1KL22 |33 XXX - - 4+ - - - - - % + + + |+ | + - |+ -+ - 4+ - -
2059 1R3U 1KL22 33 e S R N RN R N N N S R S
2060 1R4U 1KL22 33 R O S N N T N 0 S 0 S S 0 S N I 0 e
2062 1R1 |1KL23 34 - H HENEN N AN
2063 1R2 |1KL24 35 ST AN N s
2064 1R3 |1KL25 36 R N A R S N S N R e
2065 1R4 1KL26 (37 N EEEEE N EneEs
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VIIl. Anhang

Tabelle VIIl.4: Pat. 2 (HF) Tabelle VIII.5: Pat. 2 (HF)
Ergebnisse von L. Brauchle (2002) Ergebnisse von M. Maibaum (2003)
2 8 2 8
- 35 < = 3 ©
# 8E 39 W SE 39
5 S5 g S5 g
© o @ (] © o9 [}
E E€E T W E €& T m
: 55 2 g ¢ : E5 % g 9
) z&h O £ o Qa z&h O £ o
27.05.97 76  2A1 11 08.04.98 769 |2H1U 11 n.a.
77 2A2 21 770 2H2U 11
78 2A3 31 771 2H3U 11
79 2A4 3 772 |2H4U 11
80 2A5 2 773 2H5U |11 n.a.
81 2A6 3 774 2H6U 11
03.06.97 2B 17.07.98 845 211U 11 n.a.
10.06.97 2C 846 212U 11
17.06.97 2D 847 213U 11
23.07.97 183 2E1 41V 848 214U 11 n.a.
184 |2E2 4 849 215U 11
185 2E3 4 850 2I6U 11 n.a.
186 2E4 4 851 211 12 Xl
187 |2E5 4 852 212 12
188 2E6 4 853 213 12 Xl
177 2E1U 41V 854 (214 12
178 2E2U 41V 855 215 13 Xl
179 2E3U 5V 856 216 13 Xl
182 2E6U 5 21.10.98 1001 2K1 14 Xl
01.10.97 /1328 2F1 6 VI 1002 |2K2 15 Xlil
329 2F2 7 VI 1003 2K3 15 Xlll
330 2F3 8 Vil 1004 2K4 15
331 2F4 9 IX 1005 |2K5 16 Xl
332 2F5 8 VIiI 1006 |2K6 16 Xl
333 2F6 10 X 1008 2K1U |17 n.a.
07.01.98 479 2G1 41V 1009 2K2U 17
480 2G2 4 1010 |2K3U 17 XIV
481 2GS 4 1011 2K4U (17
482 2G4 4 1012 |2K5U 17
483 2G5 4 1013 12K6U 17

~
[00]
g
N
(®)]
»
N
<

467 2G1U |11 n.a.
468 2G1U |11
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.6: Pat. 2 (HF) - Ergebnisse dieser Arbeit

Datum der PE
ummer in der
tammsammlung

Code des Isolates

Klonnummer

papG Allel |

papG Allel Il

Sfa

sfa/focDE

Fim

fimH

kpsMT Il

fyuA

jutA

PAI

nfak

ibeA

bmaE

N
S

16.12.98 1150 2L1 2KL3 18 = - =N - | -
1161 212 2KL1 14 Xl 2 -5 - | -
1162 2.3 2KL4 (18 - Bl -
1153 2L4 2KL10 19/IV - -+ -
1154 2L.5 2KL4 18 = - |=
1165 2L6 2KL5 (18 - -
1157 2L1U 2KL6 |18 - -
1168 2L2U 2KL6 18 - K -
11569 2L3U 2KL5 18 - -
1160 2L4U 2KL7 18 - -
1161 2L5U 2KL6 |18 = - |=
1162 2L6U 2KL3 18 - I

Vo
;

v+ 0+ + + + + 0+ + + | papEF
V| kpsMT I
+

.
G+

13.01.99 1199 2M1 |2KL10 19 IV - -+
1200 2M2 2KL10 19 - -+
1201 2M3 2KL10 19 - -+ -
+
+

1202 2M4 2KL10 19 - -
1203 2M5 2KL10 19 - -
1204 2M6 2KL2 14 - -
1206 2M1U 2KL5 |18 - -
1207 2M2U 2KL5 18 = - |=
1208 2M3U 2KL5 18 - -
1209 2M4U 2KL6 |18 - -
1210 2M5U 2KL4 (18 - B -
1211 2M6U 2KL3 18 = - = - |-

.
'
.
|
I e N N

N L

'
[ R R
'

'

'

'

'

14.04.99 2113 2N1U 2KL8 18 = - =N - | -
2114 2N2U 2KL8 18 = - = - | -
2115 2N3U 2KL8 18 = - - -
2116 2N4U 2KL8 18 = - =N - | -
2117 2N5U 2KL8 18 = - 5 - |-
2118 2N6U 2KL9 18 = - = - -

T e e I S e s i e s e e S e at G e Tt SE R E S SN SR
'

'

o

e

e

o

o

Ve
Ve

21.07.99 1360 201U 2KL10 19XV - - - - - +
1361 202U 2KL10 19 - - - +

1362 203U 2KL10 19 - - - - -]

- +

+

1363 204U 2KL10 19 - -
1364 205U 2KL10 19 - - - - -]

B e s e s e e e e o o o o o R R S S S U PO A A

V[

N R
N AL

10.11.99 1654 2P1U 2KL11 20XVl - - - - - - - -
1655 2P2U 2KL12 20 - - -]~
1656 2P3U 2KL12 20 B EEAEAENEN
1657 2P4U 2KL13 20 - - - - -] -
1658 2P5U 2KL13 20 - - - - -] -
1661 2P1  2KL14 21 Xvll - - - - - |- -|- -
1662 2P2 2KL14 21 - - -
1663 2P3 2KL16 |22 XVIII - - + +
1664 2P4 2KL15 21 R L A N
1665 2P5 2KL15 21 - -+ + -

Vet

A+
+ 4+ |
+ o+

+ 4+

+ 4+

+ 4+

05.01.00 2Q

26.01.00 2018 2R1U 2KL17 23 XIX - - - - -
2019 2R2U 2KL17 23 = - - -
2020 2R3U 2KL17 23 = - =N - | -
2021 2R4U 2KL17 23 = - - -
2022 2R5U 2KL17 23 S - - -

+ 4+ o+ o+
'
+ 4+ o+ o+
:
'
'
'
'
+ 0+ o+ o+
+ 4+ o+ o+
+ 4+ o+ o+
.
.
'
'
.
.

29.03.00 28
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Tabelle VIII.7: Pat. 3 (CG)
Ergebnisse von L. Brauchle (2002)

Datum der PE

Nummer in der
Stammsammlung

Code des Isolates

Rep

PFGE

17.04.97

18.06.97

23.07.97

<|==

<

22.10.97

3D1U
3D2U

<

=<

30.10.97

>
o

07.11.97

26.11.97

—_ -

—_ -

X X%

x

17.12.97

451

[O20(6R(6, (6, §{&,R(6, 1 \o B \O (S, j{é) i \ e e ) RE e Q1O1OOOWOOOOUIOIOONOOOOOOCITOTOTOITOTOTOTOIARNWNWN = = ===

<

Tabelle VII1.8: Pat. 3 (CG)
Ergebnisse von M. Maibaum (2003)

Datum der PE
Nummer in der
Stammsammlung
Code des Isolates
Rep

PFGE

28.01.98 609 31 13 Xl

04.02.98 636 |3K1 15 XIV

12.02.98 643 3L1 5V

25.02.98 656 |3M1 16 XV

11.03.98 747 3N1 17 XVI

22.04.98 776 301 18 XVII

(G20(62}(6, (6, §&, RS, Ré, 36, ]

<
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VIIl. Anhang

Tabelle VIIL.9: Pat. 3 (CG) - Ergebnisse dieser Arbeit

Q
(0]
o

Datum der PE
Nummer in der
Stammsammlung
Code des Isolates
Klonnummer
PFGE

papG Allel |
papG Allel Il
sfa/focDE

Fim

fimH

kpsMT 1l

fyuA

iutA

PAI

nfakE

ibeA

bmaE

K1

18.11.98

w
o
w
=
)
N

19 XVIII -
18 XIX +
18 +

+

wW
o
n
w
X
[
—_

w w
00
S w
w w
P
.
(620)V]

19
20
3P6 3KL3 |18
3P1U 3KL7 21 XX
3P2U 3KL7 21 XX
3P3U 3KL7 |21
3P4U 3KL7 |21
1122 3P5U 3KL7 21
1123 3P6U 3KL7 21 XX

[ P Y PR P
| |
| |
| |
| |
| .
Ve
| |
Vo 4+
| .
| .
|
| |
CH o+t
|
|
.
.
|

[P G PG I G I I P Y
PG PG PG PG PG PR PR PR Y
N =
Qoo UThwWN =

w

ne

(&

w

)

—

(o]

—_
—_
N
—_

20.01.99 1220 3Q1 3KL8 |22 XIX +
1221 3Q2 3KL9 23 XXI +
1222 3Q3 3KL9 |23 +
1223 3Q4 3KL10 24 XXIl =
1224 3Q5 3KL9 |23 +
1225 3Q6 3KL11 25 =
1227 3Q1U 3KL12 26 N - S - | -
1228 3Q2U 3KL12 26 N - SN - | -
1229 3Q3U 3KL12 26 N - SN - | -
1230 3Q4U 3KL12 26 N - [ - | -
1231 3Q5U 3KL12 26 =N - IS - | -
1232 3Q6U 3KL13 26 XX =N - S - | -

.
. R B N SR CR s

Tl
.
L U o O e
.

Ve
.

.

.

31.03.99 2095 3R1U 3KL14 27 =N - IS - | -
2096 3R2U 3KL15 27 =N - IS - | -
2097 3R3U 3KL16 27 =N - IS - | -
2098 3R4U 3KL15 27 XXl - - - - -
2099 3R5U 3KL16 27 ===
2100 3R6U 3KL15 27 = -l- -

14.07.99 1342 3S1 3KL17 28 N - SN - | -

1344 3S3 3KL17 28 XXIV - - - - -
1345 354 3KL17 28 HTEE
1346 3S5 3KL17 28 - -

22.09.99 1474 3T1U 3KL19 29 XXV
1475 3T2U 3KL25 30 XXVI
1476 3T3U 3KL26 31
1477 3T4U 3KL20 29
1478 3T5U 3KL20 29 XXV
1480 3T1  3KL21 29 XXV
1481 3T2 3KL22 29
1482 3T3 3KL23 29
1483 3T4 3KL21 29
1484 3T5 3KL22 29

'
I LI S S R e e I s R e e L

e e L

CH

I s i S S e
I N SR S S S o

08.12.99 1751 3U1U 3KL19 29 XXV
1752 3U2U 3KL24 29
1753 3U3U 3KL27 |32
1754 3U4U 3KL27 32 XXVII
1755 3U5U 3KL27 |32 = - B - -] -8
1757 3U1 3KL27 32 = - B - -] -8
1758 3U2 3KL28 32 XXVIIl + - - - - -|-/- -
1759 3U3  3KL27 32 = - - - -] -] -
1760 3U4 3KL27 32 = - - - -] -] -
1761 3US5  3KL27 32 =N - SN - | -

e T o s o s e e e o S e T R T e s e LR L
.
.
e o o L T
.

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
1343 3S2  3KL18 28 TN AN
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

e
N i e L
+

12.04.00 2137 3V1U 3KL29 33 XXVUI - - - - - + + +
2138 3V2U 3KL29 33 - - - - -y + 1
2139 3V3U 3KL29 33 TET NN N
2140 3V4U 3KL29 33 - - - - - + +
2141 3V5U 3KL29 33 - - - - - + +
2142 3VeU 3KL29 33 - - - -4 + +

s s e e s e s e o e s o s o o e o o T S TS S S
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.10: Pat. 5 (EM) Tabelle VIII.11: Pat. 5 (EM)
Ergebnisse von L. Brauchle (2002) Ergebnisse von M. Maibaum (2003)
2 8 2 8
- 35 < = 3 ©
# 8E 39 W SE 39
5 S5 3 5 S5 g
© o @ (] © o9 [}
E E€E T W E €& T m
: 55 2 g ¢ s 55 2 § ©
) z&h O £ o Qa z&h O £ o
27.08.97 231 5A1 11 25.03.98 677 |5Ct 6Vl
232 5A2 21 678 5C2 6
233 5A3 2 679 5C3 6
234 |5A4 2 680 |5C4 6
235 5A5 1 681 5C5 6
236 5A6 2 682 5C6 6Vl
281 5A1U 31 684 |5C1U 7 VI
282 5A2U 41V 685 5C2U 7 VI
10.12.97 473 |5B1 5n.a 686 5C3U 7Vl
474 5B2 5 687 |5C4U 7
475 5B3 5 688 5C5U 7
476 |5B4 6V 689 5C6U 7.Vl
477 5B5 6
478 5B6 5
521 5B1U 7 VI
522 5B2U 7
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.12: Pat 5 (EM) - Ergebnisse dieser Arbeit

Datum der PE

Nummer in der
Stammsammlung

Code des Isolates

Klonnummer

PFGE

Rep
Hly

Pap/Prs

papG Allel |

Fim

fimH
K1

kpsMT I

kpsMT Il
fyuA

PAI

nfakE
ibeA

19.05.99

2125
2126
2127
2128
2129
2130
2131
2132
2133
2134
2135
2136

5D1U
5D2U
5D3U
5D4U
5D5U
5D6U
5D1
5D2
5D3
5D4
5D5
5D6

5KL1
5KL1
5KL1
5KL1
5KL1
5KL1
5KL2
5KL2
5KL2
5KL2
5KL2
5KL3

<

© © O O O 00 00 o 0o 00
<

10 VIII

Vot

v+ + | hIyA

Vot

v 4+ + + + + | papA
v+ + + + + + | papC
v+ 4+ + + + + | papEF

C+ + + 4+ + | papG Allel I

v+ 4+ + + + + | sfa/focDE

Vot

I e e

I e e

I

I e

13.10.99

1535
1537
1538

5E1
5E1U
5E2U

5KL4
5KL5
5KL5

111X
12 X

+

05.01.00

1835
1836
1837
1838
1839
1841
1842
1843
1844
1845

5F1U
5F2U
5F3U
5F4U
5F5U
5F1
5F2
5F3
5F4
5F5

5KL6
5KL6
5KL6
5KL6
5KL6
5KL5
5KL5
5KL5
5KL5
5KL5

[

++ A+

B St T o e e e e e e e e e R

R S S S S S R P R

+ ]

+ ]

e e e

+

19.04.00

5G
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.13: Pat. 8 (US) Tabelle VIII.14: Pat. 8 (US)
Ergebnisse von L. Brauchle (2002) Ergebnisse von M. Maibaum (2003)
2 8 2 8
= 3 © =3 ©
# 8E 39 W SE 39
5 <5 o 5 <& o
© o9 )] © o 9 (]
£ EE T L £ EE T L
2 EE © a © 2 EE © a O
© o N o (0] L © jum L1 o [0) L
) z&h O £ o Qa z&h O £ o
24.04.97 118 8A1 11 11.03.98 754 8F1 13 X
119 |8A2 1 755 8F2 14 Xl
120 8A3 1 756 |8F3 15 n.a
121 8A4 1 757 |8F4 16 Xl
122 8A5 1 758 |8F5 13 X
123 8A6 1 759 |8F6 15 n.a.
16.07.97 171 8B1 21 01.10.98 953 |8G1 17 Xl
172 |8B2 11 954 8G2 18 XIV
173 8B3 1 955 8G3 18
174 8B4 2 956 |8G4 17
175 8B5 1 957 18G5 17 Xlll
176 8B6 2 958 8G6 17
15.10.97 364 8C1 31l 946 |8G1U 18 XV
365 8C2 411 947 8G2U 18 XV
366 8C3 4 948 8G3U 18
367 8C4 51V 949 |8G4U 18
368 8C5 6V 950 8G5U 18
369 8C6 7 VI 951 8G6U 18 XV
358 8C1U 7
359 8C2U 7
10.12.97 491 8D1 8V
492 8D2 9 Vil
493 8D3 8
494 8D4 9
495 8D5 8
496 8D6 8
533 8D1U 7
534 8D2U 7
23.12.97 539 8E1 10 n.a.

540 8E2 11/ VI
541 |8E3 11
542 8E4 11
543 8ES5 12/1X
544 8E6 12
497 8E1U 7
498 8E2U 7
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.15: Pat 8 (US) - Ergebnisse dieser Arbeit

[0}
[an

Datum der PE
Nummer in der
Code des Isolates
Klonnummer
Pap/Prs

papA

papC

papG Allel |
papG Allel Il
sfa/focDE
kpsMT Il
kpsMT 1l

w
o O
g
o

Hly
hlyA
papEF
Fim
fimH
K1
fyuA
iutA
PAI
nfak
ibeA
bmaE

02.12.98 8H1 8KL1 19 XVI
8H2 8KL2 20 XVII
8H3 8KL2 20
8H4 8KL2 |20
1143 8H1U 8KL2 20 XVIII
1144 8H2U 8KL2 20
1145 8H3U 8KL2 20
1146 8H4U 8KL2 20
1147 8H5U 8KL2 20
1148 8HeU 8KL2 20

+

© © | Stammsammliung

—_
—_
ABhOWW
-

o

31.03.99 2083 8I1 8KL3 20 XIV
2084 8l2 |8KL4 21 XIX
2085 8I3  |8KL4 21
2086 84 |8KL2 20
2087 8I5 |8KL2 20
2088 816 8KL2 20

T o i T S S S S
s L
s L
s T L
T s s s S
s T L
R s s L

e N L

.
e e L
0
e L
'

A s
e L
'

'

.

:

N
o+
:
o+
o+
CH O+
'

'
o+
'

12.05.99 2119 8K1 |8KL5 22 XX
2120 8K2 8KL5 22 = - - - -] -] - B -
2121 8K3 8KL5 22 = - - - -] -] - B -
2122 8K4 8KL5 22 = - - - -] -] - B -
2123 8K5 8KL5 22 = - - - -] -] - B -
2124 8K6 | 8KL5 22

.
'
'
'
P H
:
'
'
:
:

28.07.99 1366 8L1U 8KL6 |23 XXI  +
1367 8L2U 8KL7 |23 XXI  +
1368 8L3U 8KL7 |23 +
1369 8L4U 8KL6 |23 +
1370 8L5U 8KL7 |23 +
1372 8L1 8KL8 24 XXIl @ -
1373 8L2 8KL9 25 XXHUl - - - - - - - -/ - -
1374 8L3 8KL9 |25
1375 8L4 8KL11 26 - - - - - - -
1376 8L5 8KL10 25

03.11.99 1619 8M1U 8KL12 27 XXIV - - -
1620 8M2U 8KL13 |28 - -+

1621 8M3U 8KL14 28 - -+

1622 8M4U 8KL14 28 - -+

+

T s s S o e S S S S S S R S o S P

1623 8M5U 8KL14 28 XXV - -
1625 8M1 8KL15 29 -
1626 8M2 8KL16 30 - -
1627 |8M3 8KL18 31 - Bl -
1628 8M4 8KL19 32
1629 8M5 8KL17 30

e
I L

'

'

.

.

N e
:
:
'
L T T S S S E
:
:

I e L
I e L
'

.

:

'

'

e o T
.
.
.

19.01.00 1883 8N1U 8KL20 33 XXVI
1884 8N2U 8KL20 33
1885 8N3U 8KL21 |33 XXVI
1886 8N4U 8KL20 33
1887 8N5U 8KL22 33
1889 8N1 8KL26 34 XXVI
1890 8N2 8KL23 33
1891 8N3 8KL24 33
1892 8N4 8KL27 34
1893 8NS5 8KL28 35

+

V[
VA
V[
VA
L
R [
'

29.03.00 2006 801U 8KL25 33 XXVI
2007 802U 8KL29 36 XXVI
2008 803U 8KL25 33

21.06.00 2143 8P1U 8KL29 36 XXVI

e s i o T S S o L S S A R R
H++++ A+
H++++
'
'
H++++
:
:

s T T s S o R
T e  CE
s S o T S S o R
T [
T e [
T s s T S TS R
'
T e  CE
s S o T S S o R
T s s T S TS R
T e s O
'
T e N [
.
T s s ot S T SO R
'
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.16: Pat. 11 (SH) Tabelle VIII.17: Pat. 11 (SH)
Ergebnisse von L. Brauchle (2002) Ergebnisse von M. Maibaum (2003)
2 8 2 8
= 5 © o= <
B 8E 3 Bo8E 3
5 <5 o 5 <& o
© o9 )] © o 9 (]
£ EE T L £ EE T L
2 EE © a © 2 EE © a O
© o N o (0] L © jum L1 o [0) L
) z&h O £ o Qa z&h O £ o
15.10.97 352 11A1 11 19.03.98 740 11B1 211
353 11A2 1 741 11B2 2
354 11A3 1 742 11B3 2
355 11A4 1 743 |11B4 2
356 11A5 1 744 11B5 2
357 11A6 1 745 11B6 21
01.07.98 857 |[11C1U 3 1lI
858 11C2U 31l
859 11C3U | 4 IV

860 11C4U 41V
861 [11C5U 5V
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VIIl. Anhang

Tabelle VIII.18: Pat. 11 (SH) - Ergebnisse dieser Arbeit

Datum der PE
Nummer in der
Stammsammlung
Code des Isolates
Klonnummer
PFGE

papG Allel |
kpsMT 1l

Hly
fyuA
iutA
PAI
nfakE
ibeA
bmakE

hiyA
Fim
fimH
K1
rfc

07.04.99 2101 11D1U 11KL1
2102 11D2U 11KL1
2103 11D3U 11KL1
2104 11D4U 11KL1
2105 11D5U 11KLA1
2106 11D6U 11KL1
2107 11D1 [11KL1
2108 11D2 11KL1
2109 11D3 11KL1
2110 11D4 [11KL1
2111 11D5 11KL2
2112 11D6  11KL1

<

<

<l <

25.08.99 1408 11E1 |11KL1
1409 11E2 |11KL1
1410 11E3 | 11KL1
1411 11E4 11KL1
1412 11E5 11KL1

'
rE A+ | papA
P+ F A+ + + | papC
P+ [+ + + + + | papEF
' '
CE A+ + | papG Allel
'

r+++++ |+ +++++++ + + + + | sfalfocDE

T i o R A S e e e s
T e e o E o R N N e s
'

:

T e o ol o R e e O e s T
:

15.12.99 1787 11F1U 11KL4
1788 11F2U 11KL4
1789 11F3U 11KL4
1790 11F4U 11KL4
1791 11F5U 11KL3 6 VIII
1793 [11F1  11KL3
1794 11F2 |11KL4 7 VIl
1795 11F3 11KL3 6 - -
1796 11F4 11KL4 7
1797 11F5 11KL5

NN~NNooo oo oo oo oo oo oo Rep
vl
v
\
\
\
\
\
|
\
.

T O S S & it S S S S S S S SR
:

T o R A A e e e e s e e s
;
'

(2]

=

i

'
1 EE T B A
[ R P I I
[ R P I I

'

'

'

\
+++++++++FH[FF A+ + | kpSMT I
\

R e e R R e R e R e R e
:
'
R e e R R e R e R e R e
:

++
++

.
++ 0+
'
'

\,
=
:
:
:
0+
.
:
:
:
+ 4+ 0+

26.04.00 11G
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Tabelle VIII.19: Pat. 22 (IH)
Ergebnisse von M. Maibaum (2003)

Datum der PE
Nummer in der
Stammsammlung
Code des Isolates
Rep

PFGE

02.10.98 1960 22A1

965 22A6
07.10.98 973 | 22B1
974 22B2
975 22B3
976 |22B4
977 22B5
978 22B6
980 22B1U
981 22B2U
982 22B3U
983 22B4U
984 22B5U
985 22B6U
21.10.98 1015 22C1
1016 22C2
1017 22C3
1018 22C4
1019 22C5
1020 22C6
1022 22C1U
1023 22C2U
1024 22C3U
1025 22C4U
1026 22C5U
1027 22C6U

<<

OO OTOTRAR|WWWNDNWWWWWWW[—= == ==
<
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Tabelle VII1.20: Pat 22 (IH) - Ergebnisse dieser Arbeit

Datum der PE

ummer in der
tammsammlung

N
S

Code des Isolates
Klonnummer

Rep
PFGE

Pap/Prs

papG Allel |

Sfa

sfa/focDE
Fim

fimH

kpsMT Il

kpsMT 1l
fyuA

iutA

PAI

nfakE
ibeA
bmaE
rfc

20.01.99

1235
1236
1237
1238
1239
1240
1242
1243
1244
1245
1246
1247

22KLA1
22KLA1
22KL1
22KL2
22KLA1
22D6 | 22KLA1
22D1U 22KL3
22D2U 22KL3
22D3U 22KL4
22D4U 22KL3
22D5U 22KL3
22D6U 22KL3

<

=

=

o+ 4+ o+

v+ 0+ + 4| papA
v+ + 0+ + + | papC

4+ + 4+ papGAIIeIIII

4+ o+

D+

VD

I e

o+ +
:

31.03.99

2089
2090
2091
2092
2093
2094

22E1 22KL5
22E2 22KL6
22E3 22KL5
22E4 22KL6
22E5 22KL5
22E6 22KL6

000NN NNNNOOOONO OO
<

vE++ 0+ + + + + + + + | papEF

o

+ o+ |

N L

LG NG NE RGN ]

++

+

.
I e s R R e
.

.

07.04.99

22F

13.04.99

22G

26.05.99

22H

13.10.99

1533

22|11 22KL7

05.01.00

1847
1848
1849
1850
1851
1853
1854
1855
1856
1857

22K1U 22KL8
22K2U 22KL8
22K3U 22KL8
22K4U 22KL8
22K5U 22KL8
22K1 22KL8
22K2 22KL8
22K3 22KL8
22K4 22KL8
22K5 22KL8

05.04.00

2030
2031
2032
2033
2034

2211 22KL9
2212 22KL9
2213 22KL9
2214 22KL9
22L5 22KL9

+ + + + + |

+ 4+ o+

+ |

+ |

+

R e i s e i R ot St e e

R S N e N A A L

+

S N R e e e i

S N R e e e i

I N e s

e N A A e R AL
:
:
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Tabelle VIII.21: Pat. 29 (SJ) - Ergebnisse dieser Arbeit

Datum der PE
Nummer in der
Stammsammlung
Code des Isolates
Klonnummer
PFGE

Hly

hlyA

Pap/Prs

papG Allel |
Sfa

Fim

fimH

K1

kpsMT 1l

fyuA

jutA

PAI

nfak

ibeA

bmaE

25.08.99 1426 29A1U 29KL1
1427 29A2U 29KL2
1428 29A3U 29KL3
1429 29A4U 29KL2
1430 29A5U 29KL3

o+ 4
V4
'

15.09.99 1438 29B1U 29KL3
1439 29B2U 29KL3
1440 29B3U 29KL3
1441 29B4U 29KL3
1442 29B5U 29KL3
1444 29B1 |29KL4
1445 29B2 |29KL4
1446 29B3 29KL4
1447 29B4 |29KL4
1448 29B5 29KL5

C++ |+ + + + | papA

C o+ + + + + |+ + + + 4+ | papC
CH [+ + | papG Allel I

C+ |+ + | kpSMT I

e R

V|

I S A
'

V|
:

s
:

P+ + 4+ + + + + + |+ + + + + | papEF
rH+H++++++ ++ + [+ + 4+ + +| sfalfocDE

.
.
A
.

.

.

01.12.99 1691 29C1U 29KL6
1692 29C2U 29KL7
1693 29C3U 29KL6
1694 29C4U 29KL7
1695 29C5U 29KL6
1697 29C1 29KL6
1698 29C2 29KL6
1699 29C3 29KL6
1700 29C4 29KL8
1701 29C5 29KL6

<=

<

:

:
R e e T i e o ot ot e S E i S S S S FUR A

B o I S T e O S PR
:
'
.

B e T T o o o o e e i
'
'

WOTWWWWAWAWONDONDNON = === afaaa o Rep
.
.
)
)
.
++ ++ ++ 0+ 0+
)
.

|

N L Ak
'

|

19.04.00 29D

<

28.06.00 2149 29E1U 29KL9
2150 29E2U 29KL9
2151 29E3U 29KL9
2152 29E4U 29KL9
2153 29E5U 29KL9
2154 29E6U 29KL9

oo o oo om
+ 4+ o+ o+
+ 4+ o+
+ 4+ o+
+ 4+ o+
+ 4+ o+
+ 4+ o+
+ 4+ o+ o+
+ 4+ o+

In der Tabelle VIII.22 sind alle Stdmme zusammengefaBt, die entweder Uber einen
bestimmten Zeitraum hinweg persistierten oder in Koexistenz gefunden wurden, d.h.
innerhalb der Stuhl- und Urinisolate desselben Untersuchungsdatums nachzuweisen
waren. Die schwarzen Striche trennen die einzelnen Patientinnen und die roten Striche
trennen Stamme mit gleicher Identitat (nach PFGE-Muster). In die Ubersicht sind die
Ergebnisse von Brauchle (2002) und Maibaum (2003) eingearbeitet. Unstimmigkeiten
innerhalb der Virulenzfaktoren eines Stammes sind farblich markiert.
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Tabelle VIII.22: Isolate-Ubersicht von Persistenzen und Koexistenzen aus allen drei Arbeiten

2| 8 |8
w 82| 5 |3 . 5
* || 2 |28¢ o < g
S 53| 8 [ECS " =) z =
= JEE| s |28l |8 3| 2] |.|2
= ° = S| @ oL Q. Q. <
8 (28| S |SES|@ & |Z|2|5|&| 8|5 |S|E|& |25
05.11.97 509(1F2U |L.B. 12| XIII + | + + - - + - + -
21.01.98 587(1G1U |M.M. 12| XIII + | + + + +
21.01.98 588(1G2U |M.M. 12(XIl + | + + + +
21.01.98 591|1G5U [M.M. 12(XII + | + + + +
21.01.98 592|1G6U [M.M. 12| XII + | + + + +
01.04.98 705(1H1 M.M. 12| XIII + | + + + +
01.04.98 709(1H5 M.M. 12(XIII + | + + + +
01.04.98 712|11H1U  [M.M. 15(XIII + | + + + +
01.04.98 715|1H4U  [M.M. 15(XII + | + + + +
17.07.98 823(113U |M.M. 15(XIl + | + + + +
17.07.98 827(117U  |M.M. 15(XIII + | + + + +
17.07.98 828|118U [M.M. 15(XIII + | + + + +
17.07.98 829|111 M.M. 16| XIII + | + + + +
17.07.98 831(1I13 M.M. 15(XIl + | + + + +
08.10.98 987|1K1 M.M. 17|XVI - - + - +
08.10.98 995|1K2U [M.M. 19|XVI - - + - +
08.12.99 | 1739(1P1U |[1KL15 |28|XVI - - + | + - - - + |+ | + | +
08.10.98 991|1K5 M.M. 18(XVIII - - - - +
08.10.98 992|1K6 M.M. 18(XVIII - - - - +
08.12.99 | 1740(1P2U |1KL17 [29|XVIII - - - - - - + |+ |+ + | +
08.12.99 | 1748(1P4 1KL17 | 29|XVIII - - - - - - + |+ |+ + | +
13.10.99 | 1519|101U [1KL11 |27|XXVII | + + + | + - + + + - + | +
13.10.99 | 1525|101 1KL11 | 27|XXVII | + + + | + - + + + - + | +
22.03.00 | 2001{1Q2U [1KL19 |31|XXX - - + - + | + [+ + | + | + -
14.06.00 | 2058|1R2U [1KL22 |33[XXX - - + - + | + [+ + | + | + -
23.07.97 183|2E1 L.B. 4(IV - - - + - + |+ | + | +
23.07.97 177(2E1U |L.B. 4(IV - - - + - + |+ | + | +
23.07.97 178(2E2U |L.B. 4(lvV - - - + - + |+ | + | +
07.01.98 479(2G1 L.B. 4{IV - - - + - + + | + | +
07.01.98 484(2G6 L.B. 4{IvV - - - + - + + | + | +
16.12.98 | 1153|2L4 2KL10 [19(IV - - + - + | + [+ + | + |+ ] +
13.01.99 | 1199|2M1 2KL11 [19(IV - - + - + |+ [+ + | + |+ ] +
21.07.99 | 1360(201U |2KL11 [19(XV - - - - + + + + + | + | +
17.07.98 851(2I1 M.M. 12(XI - - - + +
17.07.98 853213 M.M. 12(XI - - - + +
17.07.98 855|215 M.M. 13|XI - - - + +
17.07.98 856|216 M.M. 13(XI - - - + +
21.10.98 | 1005[2K5 M.M. 16|XI - - - + +
21.10.98 | 1006|2K6 M.M. 16|XI - - - + +
21.10.98 | 1001|2K1 M.M. 14(XII - - - - +
16.12.98 | 1151|212 2KL1 14(XII - - - - - - + | + - - +
23.07.97 189(3C1 L.B. 5|V - - - - - + - + | +
23.07.97 194(3C6 L.B. 5|V - - - - - + - + | +
17.12.97 448|3H3 L.B. 5|V - - - - - + - + | +
04.02.98 637|3K2 M.M. 5|V - - - - +
12.02.98 643(3L1 M.M. 5|V - - - - +
12.02.98 648(3L6 M.M. 5|V - - - - +
11.03.98 748|3N2 M.M. 5|V - - - - +
11.03.98 751|3N5 M.M. 5|V - - - - +
22.04.98 777302 M.M. 5|V - - - - +
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22.04.98 779|304 M.M. 5|V - - - - +
22.04.98 966|301U [M.M. 5|V - - - - +
22.04.98 971|306U [M.M. 5|V - - - - +
26.11.97 437|3G4 L.B. 12(XI - - - - - + - + -
26.11.97 440|3G1U |L.B. 12(XI - - - - + - + -
28.01.98 610|312 M.M. 14(XIll - - - - +
28.01.98 613|315 M.M. 14(XIl1 - - - - +
28.01.98 614|316 M. M. 14/XIII - - - - +
25.02.98 658|3M3 M.M. 14(XIII - - - - +
25.02.98 660|3M5 M.M. 14(XIlI - - - - +
18.11.98 | 1112|3P2 3KL1 18|XIX + | + - - - + | + - - - +
20.01.99 | 1220(3Q1 3KL8 [22[XIX + | + - - - + | + [ + - - -
18.11.98 | 1118|3P1U [3KL7 |21|XX - - - - - - - + - + -
18.11.98 | 1119|3P2U [3KL7 |21|XX - - - - - - + | + - + -
18.11.98 | 1123|3P6U |3KL7 [21|XX - - - - - - + | + - + -
20.01.99 | 1232(3Q6U |3KL13 [26(XX - - - - - + | + [+ | + -
22.09.99 | 1474(3T1U |3KL19 [29|XXV - - + | + - - - + |+ | + | +
22.09.99 | 1478(3T5U |3KL20 [29|XXV + | + - + - + + + + | + | +
22.09.99 | 1480|(3T1 3KL21 [29(XXV + | + + | + |+ | + + + + | + | +
08.12.99 | 1751(3U1U |3KL19 [29|XXV - - + | + - - - + |+ | + | +
08.12.99 | 1754(3U4U |3KL27 |[32|XXVIl| - - - - - + | + - + | + | +
08.12.99 | 1758[3U2 3KL28 |32|XXVII| + - - - - + |+ P+ + | + | +
10.12.97 521(5B1U |L.B. 7|VI + | + + + + - + -
25.03.98 684(5C1U |M.M. 7(VI + + + + +
25.03.98 685(5C2U |M.M. 7|VI + + + + +
25.03.98 686(5C3U |M.M. 7|VI + + + + +
25.03.98 689(5C6U |M.M. 7|VI + | + + + +
19.05.99 | 2125|5D1U [5KLA1 8|VI + + + | + - + + + - + -
25.03.98 677|5CH M.M. 6| VIl - - - - +
25.03.98 682|5C6 M.M. 6| VIl - - - - +
19.05.99 | 2131|5D1 5KL2 9(VII - - - - - - - + - - +
13.10.99 | 1537|5E1U |5KL5 [12|X - - - - - - + |+ |+ + | +
05.01.00 | 1835[5F1U |5KL6 [12]|X - - - - - - + |+ |+ + | +
05.01.00 | 1841|5F1 5KL5 [12[X - - - - - - + |+ |+ ] + | +
15.10.97 368|8C5 L.B. 6|V - - - - - + - - -
10.12.97 491|8D1 L.B. 8|V - - - - - + + | +
01.10.98 954|8G2 M.M. 18(XIV + | + + + -
31.03.99 | 2083(8I1 8KL3 | 20|XIV + + - + - + - + - + | +
19.01.00 | 1883|8N1U [8KL20 |33[XXVI [ + | + + - + | + [ + - + - -
19.01.00 | 1885|8N3U [8KL21 |33|XXVI | + + + |+ | + + + | + + - -
19.01.00 | 1889|8N1 8KL26 |[34|XXVI | + | + - - - + | + [+ | + - -
29.03.00 | 2006(801U |[8KL25 [33|XXVI | + | + + |+ |+ | + | + [+ + | + -
29.03.00 | 2007(802U |8KL29 [36[(XXVI | + + + |+ | + + + | + + | + -
21.06.00 | 2143[8P1U |8KL29 [36[XXVI | + + + |+ | + + + | + + | + -
07.04.99 | 2101{11D1U |[11KL1 | 6]VI + | + - + - + |+ | + - + -
07.04.99 | 2107{11D1 |[11KL1 | 6]VI + | + - + - + |+ | + - + -
07.04.99 | 2111{11D5 [11KL2 | 6|VI + | + - + - + |+ | + - + -
25.08.99 | 1408(11E1 |11KL1 | 6|VI + | + - + - + | + | + - + -
15.12.99 | 1787|11F1U [11KL4 | 7|VII - - - - - - + |+ |+ + | +
15.12.99 | 1794|11F2 [11KL4 | 7|VII - - - - + - + |+ |+ + | +
15.12.99 | 1797|11F5 [11KL5 | 7|VII - - - - - - + |+ |+ ] + | +
15.12.99 | 1791|11F5U |[11KL3 | 6|VII - - + | + - - - + |+ | + | +
15.12.99 | 1793|11F1 [11KL3 | 6|VII - - + | + - - - + |+ | + | +
02.10.98 961(22A2 |M.M. 2|11 + | + + + +
07.10.98 981(22B2U |M.M. 2|1 + | + + + +
07.10.98 973(22B1 |M.M. 3|l - - + - +
07.10.98 980(22B1U |M.M. 3|l - - + - +
07.10.98 983(22B4U |M.M. 3| - - + - +
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20.01.99 | 1238]22D4 [22KL2 | 7|VII e T - -] -1-1-7 -]+
20.01.99 | 1242[22D1U [22KL3 | 7|VII - |- - - -1-1-F-1=
05.01.00 | 1847[22K1U [22KL8 [10[X - o - -+ + ]+ ]+
05.01.00 | 1853]22K1_ [22KL8 |10[X N o - - [+ + ]+ +]=

?bei Brauchle (2002) einzeln als sfa und foc Uberpriift

Tabelle VIII.23 ist analog der Tabelle VIII.22 aufgebaut. Sie zeigt alle Stdmme, die
nach ihrem Pulsfeldgelelektrophoresemuster potentiell miteinander verwandt sein
kénnten. Die Ergebnisse von Brauchle (2002) und Maibaum (2003) wurden auch hier

integriert, Unstimmigkeiten wurden auch hier farblich hervorgehoben.

Tabelle VIII.23: Ubersicht von phano- und genotypischen Merkmalen &hnlicher Stimme

2 3 |8
v 82| §[3 “ X
5 |SE| 2 |28¢ il S
o 5 3 8 |€ E > 7 =) 2 =
£ |EE| 2 238l 8| |<|c|g Slolz| |<|2
= ° = s 2 oL Q[ o <
8 |28| S |SE8|8| & |F|2|5|&8| 8|8 |S|E|&|c|2|5
18.06.97 46|1C1  |L.B. 5(VI - - - - - - - + | +
27.08.97 255|1E1 |L.B. 9[X - - - - - - - + | +
08.10.98 987|1K1 |M.M. 17(XVI - - + - +
08.10.98 989|1K3 |M.M. 17(XVII - - + +
08.10.98 995(1K2U [M.M. 19(XVI - - + - +
08.12.99 | 1739|1P1U [1KL15 |28|XVI - - + | + - - - + |+ | + | +
08.12.99 | 1745[1P1 |1KL16 [28[XXVII| - - + + - - + + + + +
27.05.97 78|2A3 |L.B. 3l - - - - - + - - +
10.11.99 | 1661|2P1 |2KL15 [21|XVII - - - - - + | + | + - - -
26.11.97 434|3G1 |L.B. 10|I1X - - - - - 4 - - -
12.04.00 | 2137|3V1U [3KL29 |33|XXVIIl| - - - - - - - - - - +
10.12.97 476|5B4 |L.B. 6|V - - - - - + - - +
25.03.98 677|5C1 |M.M. 6|VIl - - - - +
25.03.98 682(5C6 [M.M. 6|VII - - - - +
01.10.98 954|8G2 |M.M. 18(XIV + | + + + -
02.12.98 | 1139(8H2 ([8KL2 |20[XVII + | + - + - + - + - + | +
31.03.99 | 2083(8I1 8KL3 |20|XIV + + - + - + - + - + +

?bei Brauchle (2002) einzeln als sfa und foc Uberpriift
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