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1. Einleitung

1.1. Die physiologische humane Darmflora

Die humane Darmflora stellt unter physiologischen Bedingungen, ebenso wie in
der Mundhéhle, im Magen und auf der Haut, ein stabiles mikrobielles
Gleichgewicht dar [56, 18].

30 — 50% des fakalen Trockengewichts sind bakteriellen Ursprungs, wobei die
Hauptmasse der Mikroflora im Kolon angesiedelt ist [56, 24]. Hier kénnen mehr
als 500 verschiedene Bakterienarten gefunden werden. Die vorherrschenden

Stdmme sind jedoch obligat anaerob [27].

Tab. 1.1: haufige Bakterienspezies im jeweiligen Darmabschnitt beim Gesunden
(zusammengestellt nach [18], [54], [78])

Abschnitt Bakteriendichte pro g Bakterienspezies
Darminhalt

M 0-10° transiente Mundhéhlenflora
agen -
d exogene Mikroorganismen

wie Magen,retrograde
Duodenum 10° Besiedlung aus unteren

Darmabschnitten mdéglich

Laktobazillen, Streptokokken,

Jejunum 10° . _
und weitere Anaerobier

Enterobacteriaceae, Bacteroides
spp., Prevotella, Porphyromonas,
lleum 10%-10° PP Py
Enterokokken, Fusobakterien,

Bifidobakterien

Bacteroides, Bifidobakterien,
Eubakterien, Clostridien,
anaerobe Kokken,
Dickdarm 10" Fusobakterien, Laktobazillen,
Enterobakterien, Enterokokken
transient: Pseudomonas spp.,

Hefen, Bacillus spp., Protozoen




Die Zusammensetzung der Darmflora entwickelt sich in den ersten beiden
Lebensjahren und beginnt mit dem Kontakt des zunachst sterilen
Sauglingsdarms mit der muitterlichen Haut- und Darmflora [19]. Gerade in den
ersten Lebensmonaten hat die Art der Sauglingserndhrung, Stillen vs.
Flaschennahrung, einen erheblichen Einfluss auf die bakterielle Kolonisation
des Sauglingsdarms und somit auch auf die Gesundheit des Sauglings. Trotz
intensiver Bemihungen der Industrie, Sauglingsnahrung mit bifidogenen
Bestandteilen zu versetzen und eine muttermilch-vergleichbare Wirkung zu
erzielen, sind gestillte Sauglinge durch den hohen Gehalt an Oligosacchariden
und via Muttermilch  UObertragene  Bifidusbakterien besser gegen
Darminfektionen geschitzt, als flaschenernahrte Sauglinge [19, 34].

Im Laufe des Lebens nehmen Alter, Erndhrung und die Einnahme von
Medikamenten Einfluss auf das Gleichgewicht dieses Okosystems [45].

1.2. Funktionen der Darmflora

Die Bakterienflora des Darms erfillt fir den Menschen wichtige Aufgaben.

Tabelle 1.2 zeigt einige Beispiele.

Tab. 1.2: Schutzmechanismen der Darmflora (nhach [8], [18], [22], [25], [56], [78])

- Produktion von Vitamin K, Vitamin B,, Bg, B1,, Riboflavin, Thiamin, Folsaure

- Verhinderung der Anheftung exogener und pathogener Mikroorganismen
- Kompetitionen um Substrate, Vitamine und Wachstumsfaktoren
- Bildung von Bakteriozinen
- Anregung der Peristaltik
- Stimulation des darmassoziierten lymphatischen Gewebes GALT
- Stimulation der Entwicklung des intestinalen Immunsystems
- Antigenprasentation an Makrophagen
- Stimulation der Phagozytose
- Forderung des Epithelzellstoffwechsels

- Abbau der Toxine, die von exogenen Bakterien gebildet wurden




Wie wichtig dieses bakterielle Gleichgewicht fir den Wirt ist, zeigt sich z.B.
durch die Gabe oraler Antibiotika. Hierbei kann als Nebenwirkung eine
antibiotikainduzierte Diarrhde auftreten oder es kommt zu einer Uberwachsung
des Darms mit dem zur physiologischen Darmflora gehérenden Clostridium
difficile. Diese Uberwachsung bedingt fiir den Patienten das Krankheitsbild
einer pseudomembrandsen Kolitis, welches mit einem schweren, unter
Umsténden tédlichen Krankheitsverlauf einhergeht [17, 22].

Ein weiteres Beispiel stellt das ,bacterial overgrowth syndrome* dar, das haufig
Typ-ll-Diabetes Patienten betrifft [10]. Hierbei kommt es zu einer bakteriellen
Uberbesiedlung des Diinndarms mit nachfolgender Malabsorption, Vitamin-
Mangelerscheinungen und Diarrhée [13, 33, 43].

Liegen Stérungen im bakteriellen Gleichgewicht vor, kann es leichter zu einer
Besiedlung mit darmpathogenen Bakterien und dadurch zu einer Infektion

kommen.

1.3. Infektionen mit enteropathogenen Erregern

1.3.1.Inzidenz

Infektionen mit darmpathogenen Bakterien sind nicht selten. Durch die
EinfGhrung der Meldepflicht lassen sich diese Daten gut Gberblicken. Das
Robert — Koch — Institut meldete fir das Jahr 2004 in der Bundesrepublik fir
Salmonellosen 52.431-, fur EHEC (auBer HUS) 836-, flur sonstige
darmpathogene E. coli 4.934- und fir Shigellosen 954-Neuerkrankungen [21].
Im Jahr 2001 waren es fir EHEC (auBer HUS) 1018, fiir sonstige
darmpathogene E. coli 5092, fur Salmonellosen 77386 und fir Shigellosen
1624 Neuerkrankungen [49].
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Abb. 1.1: gemeldete Neuerkrankungen durch darmpathogene Erreger in der BRD
2001
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Abb. 1.2: gemeldete Neuerkrankungen durch darmpathogene Erreger in der BRD
2004

Im Vergleich zum Jahr 2001 zeigt sich zwar ein deutlicher Rickgang der
Neuerkrankungen, wobei die aber dennoch hohen Zahlen daftr sprechen, dass
ein Bedarf an infektionsverhitenden bzw. infektionsverlaufs-limitierenden
MaBnahmen besteht. Im Jahr 2004 gab es im Zusammenhang mit EHEC-
Infektionen einen gemeldeten Todesfall, fir HUS-Erkrankungen funf, far
Salmonellosen sogar 52 gemeldete Todesfalle [64].




Tab. 1.3: Infektionserreger des Gastrointestinaltraktes und ihre hauptsachlichen
Wirkorte (modifiziert nach [17])

Wirkorte Infektionserreger
Magen ) )
. Helicobacter pylori
Osophagus
E.coli (ETEC, EPEC), Giardia lamblia,
Duodenum ) o
Rotaviren, Vibrio cholerae
Jejunum
Campylobacter, Salmonella, Yersinien
lleum
Clostridium difficile, E. coli (EIEC, EHEC),
Colon

Entamoeba histolytica, Shigella

Im Folgenden soll auf die pathogenen Eigenschaften der in der vorliegenden

Arbeit verwendeten Stdmme etwas néher eingegangen werden.

1.3.2. Escherichia coli

Escherichia coli gehéren zu den physiologischen Besiedlern des Darms. Diese
Spezies beinhaltet jedoch eine ganze Reihe von intestinalen und
extraintestinalen  Pathotypen [14]. Dank des schnellen Fortschritts
molekularbiologischer und genetischer Forschung konnten in den letzten
Jahren die Virulenzmerkmale der Bakterien entschlisselt und so die

Pathotypen charakterisiert werden [2].

Obligat pathogene Stamme der Spezies E. coli:

- EAEC (entero-aggregative E. coli): diese Gruppe hat die Tendenz, nicht
gleichmaBig auf der Epithelschicht zu adhérieren, sondern sie kolonisiert
das Wirtsgewebe in verklumpten ,Aggregaten” [14]. Die Fimbrientypen,
die fir die Adharenz exprimiert werden (siehe Abb.1.3), sind unter
anderem die AAFI und AAFIl (,aggregative Adhdrenz vermittelnden
Fimbrien | und 11%) [88].




EAECs kdnnen das hitzestabile Enterotoxin EASTI und das Plasmid-
kodierte Toxin Pet bilden [17]. Dieses induziert eine massive
Schleimsekretion mit Elektrolytverlust und letztendlich Tod der Wirtszelle
[88].

EHEC (entero-hdmorrhagische E. coli): Bisher wurden Uber 160
verschiedene Serovare dieser Gruppe beim Menschen nachgewiesen
[88]. FUr die enge Adharenz dieses Erregers an die Zielzelle wird das
Adhéarenzprotein Intimin gebildet, das von der LEE-Pathogenitatsinsel,
wie bei EPEC, codiert wird [17]. In einem frlhen Schritt der Infektion
kommt es zur Translokation von Effektorproteinen in Wirtszellen mittels
des Typ-llI-Proteinsekretionssystems wie flir EPEC beschrieben (siehe
Abb. 1.4). Zusatzlich produzieren sie das so genannte SLX (,Shiga-like
Toxin®), das nahezu identisch mit dem Shiga-Toxin ist [14]. Ein zweites
gebildetes Toxin, das STX2, hat eine etwa 55-57%ige
Aminosaurenhomologie zum Shiga-Toxin [88]. Somit kommt es nach der
Adharenz des Erregers zur Ausschleusung von phagencodierten Shiga-
Toxinen und einem plasmidcodierten Enterotoxin, die zur Hemmung der
Proteinsynthese der Zielzelle und, nach Kontakt mit Erythrozyten, zu
Porenbildung und Hamolyse fihren [17], [88]. Somit ergibt sich das
klinische Bild der entero-hdmorrhagischen Colitis. Die STX-Toxine
kénnen auch GUber den Blutweg in andere Organe, wie z.B. die Niere,
transportiert werden und dort zum ,hamolytisch-urdmischen Syndrom*
(HUS) fuhren [17]. EHEC sind auBerdem durch eine ausgepragte
Sauretoleranz gekennzeichnet, d.h. sie Uberleben U(ber etwa finf
Stunden einen pH von 2,5 [88].
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EPEC (entero-pathogene E. coli): Der Infektionsweg dieser Bakterien
l&uft in drei Schritten ab:

Im ersten Schritt kommt es zu einer lockeren Bindung an die
Epithelzellen durch bindelbildende Fimbrien (BFP). Diese werden
mithilfe des Adharenzplasmids EAF, exprimiert. Die Hauptuntereinheit
dieser Fimbrien, das BFPA (,Bundle-forming Pilus® Protein A), ist
weitgehend in der Primérstruktur homolog zu den Typ-IV-Fimbrien [14],
[88]. Nach der Bindung an die Epithelzellen kommt es im né&chsten
Schritt zu einer Sekretion von (Effektor-)Proteinen in die Wirtszelle
mittels des Typ-lll-Protein-Sekretionssystems und einer Kaskade von
Tyrosin-Phosphorylierungen von mindestens drei (Wirts-)Proteinen.
Eines dieser Proteine, urspringlich als Wirtsprotein Hp-90 identifiziert,
stellt einen Rezeptor fiir das Nichtfimbrien-Adhasin Intimin von EPEC dar
[14]. Tatsé&chlich ist der Rezeptor fur Intimin jedoch Tir (translocated
intimin receptor), ein via dem Typ-lll- Proteinsekretionssystem des LEE
(locus of enterocyte effacement) transloziertes bakterielles Protein. Im
dritten Schritt vollzieht sich eine sehr engen Bindung der Bakterien an




die Epithelzellen Gber das Nichtfimbrien-Adhasin Intimin, was zu einer
Umstrukturierung der Aktinfilamente des Zytoskeletts, zur Zerstérung der
Mikrovilli der Wirtszelle und einer Sockelbildung flhrt, wobei das
adharierende Bakterium auf dem Sockel lokalisiert ist (,attaching and
effacing®) [17]. Allerdings kann das Adhésin Intimin offenbar auch an
Wirtsrezeptoren wie B1-Integrine binden [90]. Diese Kaskade fuhrt zur
Anderung des lonentransports, Chloridsekretion, Elektrolytverlust und
schlieBlich Tod der Wirtszelle.

Bislang wurde nur ein Toxin, das Lymphostatin, in EPEC nachgewiesen
[90].

ETEC (entero-toxigene E. coli): diese Serogruppe adhariert am humanen
Dinndarm und dem verschiedener Tiere [17]. FlUr die Adharenz
exprimierte Fimbrien, die sogenannten CFAs (Colonisation Factor
Antigen), sind vom (Mannose-resistenten) MR-Typ [88] und werden
aufgrund ihrer Morphologie in vier verschiedene Unterklassen eingeteilt
(CFA | — IV). Es wurde jedoch in Studien belegt, dass etwa 75% der
humanpathogenen ETECs CFA I, CFA Il oder CFA IV exprimieren [91].
Nach oraler Aufnahme durchdringen ETEC die Schleimschicht, heften
sich an epitheliale Rezeptoren des proximalen Dinndarms und bilden
hier eines oder zwei unterschiedliche Exotoxine. Zum einen das
hitzelabile LT, und zum anderen das hitzestabile ST. Das LT lasst sich
wiederum in LT-1 und LT-Il einteilen, wobei LT-I, bedeutend fir die
humanen Erkrankungen, in Struktur und Funktion dem Choleratoxin
ahnelt und mit denselben Zellrezeptoren, den GM1, interagiert. Das
hitzestabile ST lasst sich ebenfalls in zwei Gruppen einteilen. Zum einen
in die Methanol-lésliche ST-I und zum anderen in die Methanol-
unlésliche ST-Il, wobei auch hier wieder fir die Pathogenese beim
Menschen nur ST-I in Frage kommt [14].

Beide Toxine besitzen eine hormonahnliche Wirkung. LT bewirkt die
Aktivierung der Adenylatcyclase mit der Folge von Flissigkeits- und

Elektrolytverlust der Wirtszelle, ST hingegen bewirkt die Aktivierung der



Guanylatcyclase,
Elektrolytverlust der Wirtszelle [88].
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1.3.3.Salmonella enterica Serovar Typhimurium
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Enteritis-Salmonellen kommen ubiquitar vor, der Mensch stellt jedoch in der
Infektionskette zumeist das Endglied dar [39] (vergleiche Abbildung 1.7).

Die Erreger adhérieren bevorzugt an die Peyer 'schen Plaques des Dinndarms
und besitzen die Fahigkeit, in nicht-phagozytotische Wirtszellen und
Makrophagen zu invadieren [17]. Als Adhéarenzfaktoren sind zur Zeit drei
verschiedene Fimbrientypen bekannt: Fim, Pef und Lpf. Diese Fimbrien haben
wahrend des Infektionsvorgangs aber noch weitere Aufgaben, z.B. die
Initialisierung der Invasion in die Epithelzellen und die Initialisierung des
Entziindungsprozesses des Wirtsgewebes [92].

Die fUr die Ausbildung der Fimbrien benétigten Gene liegen unter anderem auf
der so genannten SPIl1-Pathogenitatsinsel die auch fir ein Typ-lll-
Proteinsekretionssystem codiert, das die Invasion der Salmonellen in einer
Vakuole ermdglicht [17]. Sie werden durch die Wirtszelle hindurchgeschleust
und von Makrophagen mithilfe einer von PagC stimulierten Bildung eines
Antigenrezeptors aufgenommen. Im Innern der Makrophagen vermehren sie
sich in einer Vakuole, die durch eine Membran geschutzt ist [88]. Hierflr ist ein
zweites, auf der so genannten SPI2-Pathogenitatsinsel codiertes Typ-IlI-
Proteinsekretionssystem notwendig [17]. So kénnen Salmonellen Makrophagen
als Vehikel fur eine systemische Ausbreitung nutzen [88]. Es kommt zu einer
meist selbstlimitierend verlaufenden Lokalinfektion des Darms mit Fllssigkeits-
und Elektrolytverlust, in etwa 5% der Félle, vor allem bei immungeschwachten
Patienten, zur systemischen Erkrankung bis hin zur Sepsis und zum Tod [53].

1.3.4.Shigella flexneri

Shigellen sind als Erreger der bakteriellen Ruhr weltweit verbreitet und treten
vor allem in Gemeinschaftseinrichtungen, wie Kindergarten, Kasernen und
Heimen unter schlechten hygienischen Bedingungen durch direkte Ubertragung
auf. In der 3. Welt sind sie besonders verbreitet durch die fakale Kontamination
von Lebensmitteln und Trinkwasser [88]. Sie besitzen eine hohe Saureresistenz
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und Uberleben so unbeschadet die Magenpassage. Dadurch liegt die
Infektionsdosis bei < 100 Shigellen [17].

Um am Zielgewebe zu adharieren, bilden sie Mannose-sensitive Typ-l Fimbrien
aus [93], [94]. Die mittels ,ruffling “ erfolgende Internalisierung der Shigellen in
die Enterozyten wird durch die Translokation von Effektoren (Ipa A, B, C, D)
mittels eines TTSS (Type Three Secretion System) induziert. Im Cytoplasma
der Zielzelle, nach Phagosomenlyse, vermehren sich die Erreger und bilden
einen Aktinschweif, der es ihnen ermdglicht, in die Nachbarzellen Uberzutreten
(-spreading®) [17]. Der bekannteste Virulenzfaktor ist das Exotoxin Shiga-Toxin,
welches, wie im Falle der entero-hamorrhagischen E. coli, das hamolytisch-
uramische Syndrom hervorrufen kann [49].

Eine zeitweilige Immunitat gegen Shigellen derselben Serogruppe entwickelt
sich durch Produktion von Antikérpern der Klasse IgA auf der Darmschleimhaut.
Orale Lebendvakzine sind in der Entwicklungsphase [88].

1.4. Stadien einer Infektion

Die hauptséachlichen Eintrittspforten flr pathogene Mikroorganismen stellen die
Schleimhaute des Respirationstrakts, des Magen-Darm- und Urogenitaltrakts,
die Bindehaut des Auges und Mikroverletzungen der Haut dar [58]. Dabei
besitzen die meisten Erreger einen so genannten Tropismus. Das bedeutet die
Fahigkeit zur Adharenz an bestimmte Gewebe [53].

Ob es nach Besiedelung mit Mikroorganismen zum tatsdchlichen Ausbruch
einer Krankheit kommt, hangt von der Dosis, der Virulenz des Mikroorganismus
und den Abwehreigenschaften des Makroorganismus ab. Viele Infektionen
laufen véllig ohne klinische Symptomatik ab, d.h. sie bleiben inapparent. Es
kommt hierbei zu einer Stimulation des Immunsystems des Wirtes und
nachfolgend zum Schutz vor einer erneuten Infektion mit demselben Erreger
[58]. Dieses Prinzip macht man sich auch bei Schutzimpfungen zunutze [72].
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Einer der ersten Schritte einer Infektion ist die Adharenz des Erregers an die
Zielzelle. Die Fahigkeit zur Adhasion stellt einen entscheidenden Mechanismus
dar, da Bakterien so befahigt werden, der mechanischen Abwehr des Wirts zu
widerstehen [53]. Dies geschieht tber bakteriell exprimierte Adhasine. Es sind
sowohl Fimbrienadhésine (Pili, Fimbrien) als auch Nichtfimbrienadhasine (z.B.
Intimin) bei Bakterien bekannt. Meist binden Fimbrien (Pili) an Glykoproteine
oder Glykolipide der Wirtszelloberflache. Wird diese Adhasion verhindert,
kommt keine Infektion zustande [48].

Tabelle 1.4: Beispiele fiir bakterielle Adhasine und ihre homologen Rezeptoren
(zusammengestellt nach [35], [30], [58], [42])

Spezies Adhasin Rezeptor

E. coli, Typ1 Fimbrien Mannosereste, Laminin, Fibronektin,

K. pneumoniae, Salmonella Plasminogen

spp.

E. coli P Fimbrien Gala (1-4) BGal

EPEC Intimin (EaeA) | Tir (Hp90)

Porphyromonas gingivalis Pilus 48 kDa Protein

S. gordonii Antigen 73 kDa Protein des submandibularen
Komplex Speichels

Der zweite Schritt ist oft die Invasion des Erregers. A-Streptokokken
produzieren z.B. eine Hyaluronidase, die zur Auflockerung des Bindegewebes
und somit zu Spalten im Bindegewebe flihrt, die sich die Bakterien zur Invasion
zunutze machen [48]. Andere Bakterien, wie z.B. Porphyromonas gingivalis,
kénnen direkt ihre Adhasine als Invasine nutzen [35].

Im nachsten Schritt kommt es zur Etablierung. Diese Faktoren, z.B. die oben
beschriebene ,Uberlebensstrategie® der Salmonellen durch Uberleben
innerhalb von Endosomen in den Makrophagen, greifen hauptsachlich an der
Wirtsabwehr an und bewirken eine Schwachung des Immunsystems des Wirts
oder eine ,Tarnung“ des Erregers, so dass er nicht mehr vom Immunsystem als
fremd erkannt werden kann [48].

Als letztes kommt es zu einer Schadigung des Wirts z.B. Uber Toxine. Dies sind
entweder Endotoxine (Bestandteile der Zellhillen gramnegativer Bakterien, z.B.
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LPS, die bei Zellteilung oder Tod freigesetzt werden und eine
Entziindungsreaktion in Gang setzen, die ihrerseits den Wirt schadigt, z.B.
Knochenabbau und Gingivarezession bei Parodontitiden) [11], Exotoxine
(bakterielle Sekretionsprodukte, Polypeptide) oder direkt durch intrazellulare
Vermehrung, die zur Lyse der Wirtszelle fihrt, z.B. bei der durch Shigellen
verursachten Ruhr. Die Fahigkeit eines Erregers, ebensolche Toxine zu bilden,

ist mitentscheidend flir dessen Pathogenitat [48].

1.5. Unspezifische Abwehrmechanismen

Den Virulenz- bzw. Pathogenitatsfaktoren der Mikroorganismen steht eine
ganze Reihe an wirksamen Abwehrmechanismen des Wirts gegentber. Die
Kontrolle der Adhéarenz beginnt zunachst an den Eintrittspforten des Erregers,
also Haut und Schleimhaute.

Die Haut bietet durch ihren Saureschutzmantel (pH-Wert 4-6), relative
Trockenheit, Abschilferung von Keratozyten und Sezernierung von Lysozym
und toxischen Lipiden in Haarfollikeln und SchweiB3drisen ein &uBerst
unglnstiges Milieu fir pathogene Erreger [25]. Als zweite Stufe befindet sich
unter der Haut das so genannte SALT (skin-associated lymphoid tissue) [81].
Auf den Schleimhauten (z.B. Bronchialtrakt, Geschlechtsorgane, Mundhéhle)
bietet die Schleimschicht zusammen mit slgA, Lysozym, Laktoferrin und
Laktoperoxidasen einen guten Schutz [53]. Unterstiitzend hierbei wirkt das so
genannte mucosa-associated lymphoid tissue = MALT [25].

Am Auge verhindert die Lysozym-haltige Tranenflissigkeit und die Bewegung
des oberen Lides eine Besiedlung.

Im oberen Respirationstrakt findet eine mechanische Abwehr durch den eine
Barriere bildenden Mucus und den Flimmerschlag der Zilien statt. Weiterhin
kommen die Bronchialflissigkeit mit ihren enthaltenen antimikrobiellen Stoffen
und die Alveolarmakrophagen zur Abwehr dazu [4].

Im Magen stellt, vergleichbar mit der Haut, der pH-Wert von 1-3 einen
wirksamen Schutz dar, der durch die Magenschleimhaut erganzt wird [25].
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Das Abwehrsystem des Darms umfasst, &hnlich wie im Respirationstrakt, eine
mechanische Barriere durch die Peristaltik, die Schleimschicht, die dem
Darmepithel vorgeschaltet ist, und das GALT (gut-associated lymphoid tissue)
[23].

Kommt es zu einer Besiedelung mit Erregern beginnt die Kaskade der
zellularen und humoralen Immunantwort des Wirts [4].

Auf diese soll aber in der vorliegenden Arbeit nicht naher eingegangen werden.

1.6. Therapeutische MaBnahmen zur Verhinderung einer
Infektion

1.6.1. Functional Food - Pro- und prabiotische Substanzen

.Functional Food® sind Lebensmittel, die Uber ihren Erndhrungswert hinaus
einen positiven Einfluss auf die Gesundheit und das kérperliche und geistige
Wohlbefinden des Konsumenten austiben und Krankheiten vorbeugen [26].
Diese Produkte haben auf dem Nahrungsmittelsektor in den letzten Jahren
einen wahren Boom erfahren. Der Gesamtmarkt wird auf 0,2% geschatzt [26].
Als Probiotika werden Mikroorganismen bezeichnet, die lebend appliziert eine
positive Wirkung auf den Gesundheitszustand des Wirtes ausliben, indem sie
praventive und therapeutische Effekte aufweisen. Probiotika werden sowohl als
Medikamente als auch als Lebensmittelzusatze eingesetzt. Die gréBte Gruppe
der Probiotika gehért zu den Lactobazillen und Bifidobakterien. Es sind aber
auch probiotische E. coli Stamme und ein probiotischer Stamm der Spezies
Saccharomyces cerevisiae (Saccharomyces boulardii) als Probiotika in der
Humanmedizin im Einsatz [22].

In einer Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie an 5-24 Monate alten Kindern

zeigte sich unter Gabe von B. bifidum und S. thermophilus eine deutliche
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Reduktion der Inzidenz an akuter Diarrh6ée oder am Rotavirus zu erkranken

[65].

Weitere positive Effekte von probiotischen Nahrungszusatzen:

Stimulation der Immunabwehr durch Steigerung der
Granulozytenaktivitat [71]

Verminderung der Adhasion und Invasion pathogener Bakterien wie E.
coli, S. typhimurium und Y. pseudotuberculosis [79]

Hemmung der Adhasion von Gastroenteritis-Erregern der Gattungen
Salmonella, Shigella, Campylobacter  und Listeria  durch
Stoffwechselprodukte der Bifidobakterien, wie Acetat und Laktat, und die

Sekretion anti-mikrobieller Substanzen [66].

Prabiotika sind unverdauliche natilrliche oder synthetisch hergestellte

Kohlehydrate (Disaccharide, wie Laktulose, und Oligosaccharide, wie Inulin,

Fruktooligosaccharide, Isomaltoligosaccharide und andere) [69]. Sie werden

von den kommensalen Darmbakterien verstoffwechselt und stimulieren deren
Proliferation [26].

Folgende Kriterien fir den Einsatz als Prabiotikum muissen erfillt werden [68]:

keine Absorption im oberen Gastrointestinaltrakt

selektive Verdauung durch die kommensale Darmflora

Anderung der mikrobiellen Zusammensetzung des Darms zugunsten der
physiologischen Flora

Induktion gesundheitsférdernder Effekte flr den Wirt

In experimentellen Studien konnte die bifidogene Wirkung von Inulin und

Oligofructose durch eine Stimulierung des Immunsystems und eine Abnahme

pathogener Bakterien im Darm nachgewiesen werden [62].
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1.6.2. Pravention/Therapie mittels antiadhasiver Strategien

Da die Adhasion an Wirtszellen, vermittelt durch  bakterielle
Oberflachenproteine, die an eukaryotische Karbohydrate binden, einer der
ersten Schritte in der Etablierung einer bakteriellen Infektion darstellt, gibt es
zwei mogliche Strategien, diese Adhasion zu blockieren.

Zum einen durch Analoga zu den bakteriellen Adh&sinen oder zum anderen
durch die entsprechenden Karbohydrate.

Die erste Mdglichkeit birgt den entscheidenden Nachteil, dass durch Bindung
von Adhéasinanaloga an den entsprechenden Rezeptoren Signalwege induziert
werden kdnnten, die sich fir den Wirt nachteilig auswirken. Deshalb wurden in
den bisherigen Ansatzen zur antiadhasiven Pravention oder Therapie einer
bakteriellen Infektion Karbohydrate eingesetzt, die an die bakteriellen Adhasine
binden und diese dadurch blockieren kénnen. Durch diese Blockade sollte dann
die bakterielle Adhasion verhindert werden.

Diese Strategien werden vom angeborenen Immunsystem durch
Oligosaccharide in der Muttermilch als antiadh&sive Substanzen gegen die
Adhasion von H. influenzae und S. pneumoniae schon verwirklicht [95]. Ebenso
wurde im Urin das Tamm-Horsefall-Protein nachgewiesen, das in der distalen
Henle-Schleife der Niere gebildet wird und die Adhé&sion uropathogener
Bakterien inhibiert [96].

1.6.3. Vakzine allgemein

Durch den Einsatz von Impfstoffen, der bereits im 18.Jhdt. von Edward Jenner
mit Kuhpokkenlymphe durchgefihrt wurde [17], haben einige schwere
Infektionskrankheiten und groBe Seuchen ihren Schrecken verloren. Sie flihrten
zu einer Verbesserung der Lebensqualitat und Senkung der Morbiditat und
Mortalitat.

Bereits ab dem Sauglingsalter werden durch die Standige Impfkommission
STIKO genaue Impfempfehlungen gegeben, um einen Schutz vor diesen
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Infektionskrankheiten, sowohl flir den Einzelnen, als auch die Allgemeinheit, zu
erhalten. Impfpflicht besteht in der Bundesrepublik jedoch nicht [63].
Grundsatzlich  unterschieden wird zwischen passiver und aktiver
Immunisierung.

Bei der passiven Immunisierung findet eine  Applikation von

Immunglobulinfraktionen, Immunseren oder Vollblutprodukten statt. Der
entscheidende Vorteil der passiven Immunisierung liegt darin, dass bereits
vorgebildete Antikérper sofort verfligbar sind, das bedeutet einen Impfschutz
bereits ab der ersten Gabe [53], [72].

Bei der aktiven Immunisierung kommen Totimpfstoffe oder Lebendimpfstoffe

zum Einsatz [72]. Zumeist werden den Totimpfstoffen ein oder mehrere
Adjuvantien (z.B. Aluminiumhydroxid, Enterotoxin LT, IL-12 u.a.) hinzugeflgt
zur Verstarkung der immunogenen Wirkung oder Verlangerung der
Depotwirkung [17]. Die Lebendimpfstoffe bestehen aus applikationsfahigen,
abgeschwachten, noch vermehrungsfahigen Erregern. Diese kdnnen viraler
oder bakterieller Herkunft sein [72]. Das Prinzip der aktiven Schutzimpfung
besteht in einer Stimulation der humoralen Immunantwort und somit Bildung

von Antikdérpern [53].

1.6.4. Bakterielle Adhasine als Grundlage fiir Vakzine

FUr bakterielle Enteritiserreger gibt es bis heute wegen der hohen Anzahl an
Serovaren noch keine geeigneten ,alltagstauglichen® Impfstoffe [14].

Einzig eine Einddmmung der Symptome und Verklrzung der Krankheitsdauer
durch die Gabe geeigneter Antibiotika ist derzeit mdglich. Hierbei sollte aber der
immer weitreichenderen Ausbildung von Antibiotikaresistenzen, wie z.B. bei
Oxacillin-resistenten Staphylokokkus aureus, Sorge getragen werden [85], [55].
Da Bakterien gegen die Abwehrmechanismen des Wirts widerstandfahiger sind,
wenn sie bereits an ihnrem entsprechenden ,Zielgewebe“ adhariert haben, ist die
so genannte ,Anti — Adhasions — Therapie“ als Verhinderung einer Infektion in

das Augenmerk der Forschung gerickt [34].
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Neuere Anséatze zeigen die Mdglichkeit, bakterielle Adhasine als Impfstoffe zu
nutzen. Hierbei werden spezielle anti-Adhasin-Antikdrper gebildet, die entweder
in einem anderen Wirt produziert wurden und im Sinne einer passiven
Immunisierung eingesetzt werden, oder die Adhasine werden im Sinne einer
aktiven Impfung per se genutzt, um so die slgA- und IgG- Produktion zu
stimulieren [74, 76].

Es existieren bereits geeignete Tiermodelle fiir den Erfolg des slgA- und IgG-
vermittelten Schutzes vor einer Infektion [75].

Ebenso fir den Einsatz als passiver Impfstoff konnten bereits positive Resultate
sowohl im Tierversuch [74], als auch in einer Studie an menschlichen
Probanden mit S. mutans erzielt werden [73].

Hinsichtlich dieser Ergebnisse bleibt abzuwarten, ob, gestitzt auf
aussagekraftige klinische Studien, in naher Zukunft zumindest flr einige
bakterielle Enteritiserreger brauchbare Vakzine einsetzbar sind.

1.7. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, eine Reihe von 17 Kohlehydraten auf deren Fahigkeit
zu bewerten, die Adharenz humanpathogener Enteritis-/Didrrhoe-Erreger zu
reduzieren oder ganzlich zu verhindern.

Gestestet wurde die Adharenz an Kryoschnitten humaner Darmbiopsien.
Hierbei wurde die bakterielle Adhasion ohne Zusatz der Kohlehydrate bestimmt
und als Vergleichswert gegeniber dem Ansatz mit Zusatz der Kohlehydrate
herangezogen.

Dabei kamen Stamme folgender Spezies zum Einsatz: entero-aggregative E.
coli, entero-hdmorrhagische E. coli, entero-pathogene E. coli, entero-toxigene
E. coli, Salmonella enterica Serovar Typhimurium und Shigella flexneri. Als
Positiv-Kontrolle wurde Citrobacter freundii verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate und Chemikalien
2.1.1.Geréte

Analysewaage Chyo JL-180

Brutschrank Function Line Heraeus

Cleanbench Nuaire Biological Safety Cabinets
Hera Safe Heraeus

Deckglaser Roth Karlsruhe

Eismaschine Scotsman AF-20

Grobwaage Kern 470

Mikroskop Zeiss Axiolab

Mikrotom Mikrom HM500 OM

Mikrotomklingen
Objekttrager
Objekttragerboxen
Photometer
Schiittler

Tischzentrifuge

Vortex

Mikrom 80mm

Marienfeld HistoBond

GLW

Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro
Certomat H

Innova 4000 New Brunswick Scientific
Biofuge pico Heraeus

Vortex Genie2
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2.1.2.Puffer, Waschlosungen und Fixierungsmittel

Pappenheimpuffer Stocklésung

Pappenheimpuffer Gebrauchs-

Lésung pH 7

NaCl 0,9%

Methanol
Tissue-Tek O.C.T.Compound
Liquid Blocker

2.1.3.Nahrmedien

3,639 KH2P04
4,439 NagHPO42HQO
ad 400ml Aqua dest.

300ml Stocklésung
ad 700ml Aqua dest.

7,29 NaCl
ad 400ml Aqua dest.
=>» autoklavieren

Einbettmittel, Sakura
Super Pap Pen, Daido Sangyo

Mc Coy's 5A Medium ohne weitere Zusatze

Mc Coy's 5A Medium + 3,7ml L-Glutamin
+ 14ml FCS
LB-Agar 2g NaCl

29 Hefe-Extrakt

49 Trypton/Pepton
69 Agar

ad 400ml Aqua dest.
=>» autoklavieren



2.1.4.Farbeldosungen und Eindeckelmaterialien

May- Grinwald Lésung Fluka

Giemsa Lésung Roth Karlsruhe
Roti-Histol Roth Karlsruhe
Roti-Histokitt Roth Karlsruhe

2.2. Herstellung der Kryoschnitte

2.2.1. Vorbereitung der Gewebeproben

Die Biopsien des humanen Darmgewebes wurden von der medizinischen
Poliklinik der Universitat Wirzburg, Abteilung Gastroenterologie, zur Verfligung
gestellt. Sie wurden sofort nach Entnahme in Eppendorf — ReaktionsgeféaBen in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80°C bis zur Weiterverarbeitung
gelagert.

Die Biopsien wurden alle aus dem sigmoidalen Colon, etwa 20 cm distal des
Rektums entnommen und jeweils mit einer rdmischen Ziffer, die fir den
Patienten steht und einer arabischen Ziffer, die fir die Nummer der Entnahme
steht, gekennzeichnet.

Die Kryoschnitte wurden am Mikrotom angefertigt. Daflir wurde die Biopsie aus
dem - 80°C Schrank entnommen und etwa zwei Minuten bei Raumtemperatur
angetaut, um sie leichter entnehmen zu kénnen. Danach wurde die
Gewebeprobe, um mdgliche Gewebstraumata zu vermeiden, ganz vorsichtig
mit einer stumpfen Nadel aus dem Eppendorf - Reaktionsgefa3 in einen
Tropfen Tissue-Tek Uberflhrt. AbschlieBend wurde noch etwas Tissue-Tek um
die Probe gegeben, um die gesamte Biopsie vollstandig in das Material
einzubetten und somit ein EinreiBen wahrend des Schneidevorgangs zu
verhindern.

Bei der Entwicklung der Methodik war aufféllig, dass das Gewebe mancher
Schnitte sehr zerrissen war. Dies lieB sich unter anderem auf eine stumpfe
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Mikrom — Klinge zurtckfihren. Deshalb wurde flir jede Biopsie eine neue
Mikrom — Einmalklinge verwendet, die nach etwa zehn Schneidedurchgangen
auf dem Magnetklingentrager nach links an eine unbenutzte Stelle der Klinge
verschoben wurde. Damit war gewahrleistet, dass die Zellen beim Schneiden

moglichst wenig traumatisiert wurden.

2.2.2. Schneiden der Gewebeproben

Nach Erreichen der gewlinschten Objekttemperatur von — 22°C wurde die
eingebettete Biopsie in die entsprechende Haltevorrichtung des Mikrotoms
eingespannt. Die Betriebstemperatur des Mikrotoms lag ebenfalls bei — 22°C.
Es hatte sich im Verlauf verschiedener Schnittreihen herausgestellt, dass sich
bei diesen Temperaturen die Schnitte leicht anfertigen und auf die Objekttrager
Uberfihren lassen. Héhere oder niedrigere Temperaturen fihrten entweder zum
Verkleben oder zum ZerreiBen des Schnitts.

Die geeignete Schnittstarke wurde ebenfalls in verschiedenen Testreihen
geprift. Es wurde dabei offensichtlich, dass eine Schnittstarke von 10um
sowohl fiir die Durchfiihrung des Schnittes, als auch fir Anfarbbarkeit und
Auswertung am besten ist.

Die Schnitte wurden auf werksseitig silanisierte Objekttrdger aufgenommen,
wobei je nach BiopsiegroBe drei bis flinf Schnitte auf einem Objekttrager
angeordnet wurden.

AbschlieBend wurden die Objekttrager mit der Biopsienummer beschriftet.

2.2.3. Aufbewahrung der Kryoschnitte

Die Objekttrager wurden, nach Biopsien geordnet, in die daflir vorgesehenen
Aufbewahrungsboxen eingebracht und bis zum Ende der jeweiligen Schnittreihe
auf Eis zwischengelagert. Die Boxen wurden abschlieBend mit der jeweiligen
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Biopsienummer und dem Schnittdatum versehen und bei — 20°C bis zur

weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2.3. Herstellung von Suspensionen der Testsubstanzen

Die Suspensionen der Testsubstanzen wurden in einer Konzentration von 2 %
hergestellt.

Hierzu wurde von den einzelnen Substanzen jeweils 0,029 in ein Eppendorf —
ReaktionsgefaB eingewogen und mit 1ml Mc Coy Medium versetzt. Um einen
einheitlich pH-Wert zu erlangen, wurden die Suspensionen mithilfe von HCI und
NaOH auf einen pH-Wert von 7 eingestellt.

Die Suspension wurde zuerst manuell gemischt, dann grindlich gevortext und

nach Beschriften der ReaktionsgefaBe bei — 20°C gelagert.
Bei den Test-Reihen ab dem 31.03.05 entfielen die Substanzen P4, P7, P8,

P17 und P18, da sie vom Hersteller nicht mehr zur Verfligung gestellt werden

konnten.

2.4. Bakterienstamme

Tab. 2.1: eingesetzte Bakterienstimme

. . Ausgeldste Betroffener
Stammbezeichnung Spezies .
Krankheit Darmabschnitt
Diarrhoe,
) . Harnwegsinfektion, N
C.f. 3009 Citrobacter freundii Positivkontrolle
Neugeborenen-
Meningitis
EAEC 5477/94 Escherichia coli (persistierende) Diarrhoe lleum
) Diarrhoe/hdmorrhagische
EHEC 5714 Escherichia coli N Colon
Colitis
EPEC E2348/96 Escherichia coli (persistierende) Diarrhoe Jejunum
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ETEC H10407 .
o ) (Cholera-ahnliche) .
Escherichia coli ) Jejunum
Diarrhoe

Salmonella enterica

Serovar .
SL 1344 Bakterienruhr lleum
Typhimurium
(S.typhimurium)
M9O0T Shigella flexneri Colon

2.5. Anzucht der Bakterien

2.5.1. Glycerin - Stammkulturen

Die einzelnen Bakterienstdmme wurden jeweils in 2ml McCoy Nahrmedium in
Glasréhrchen als Uber Nacht — Standkultur bei 37°C angezichtet, unter der
Clean — Bench in ein 2ml Eppendorf — Reaktionsgefa3 tGberfihrt und in einer
Tischzentrifuge fiir fiinf Minuten bei 13000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet, wiederum unter der Clean — Bench, in 500yl
einer 10mmol/I MgCl, Lésung resuspendiert und mit 1000ul 86%igem Glycerin
versetzt.

Die Kultur wurde griindlich gevortext und bei — 20°C gelagert.

2.5.2. Kulturen fir die Adharenz — Assays

Der Stamm SL1344 wurde zur Entwicklung der Methodik herangezogen, so
dass sich bei diesem in verschiedenen Verfahren eine optimale
Kultivierungsbedingung von 48h Standkultur herausstellte.

FOr die UObrigen Stdamme wurde, bevor die Assays mit den Substanzen
durchgefihrt wurden, fir jeden Bakterienstamm die Kultivierungsmethode
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getestet, um die beste Adharenz der Bakterien an den Krypten der Kryoschnitte
sicherzustellen.

Von jedem Stamm wurde somit jeweils eine 48 Stunden Standkultur sowohl in
McCoy Medium ohne Zusatze, als auch in McCoy Medium mit Zusatz von FCS
und L-Glutamin, und jeweils 12 Stunden Kulturen in McCoy Medium ohne und
mit Zusatzen im Brutschrank und im Schuttler inkubiert.

Der Stamm SL1344 wurde auf LB-Platte ausgestrichen und von dort fiir das
Ansetzen der Kulturen entnommen. Hierflr wurde eine Pipettenspitze mit etwas
Kultur benetzt und zu 2ml N&hrmedium in einem Glasréhrchen gegeben.

Die restlichen Stdmme wurden direkt aus der Glycerinkultur zum Bebriten
entnommen. Hierbei wurden 20ul aus der Glycerinkultur zum Animpfen von 2ml

Nahrmedium im Glasrdéhrchen eingesetzt.

2.5.3. Kultivierungsbedingungen der einzelnen Stamme

Tab. 2.2: Kultivierungsbedingungen der eingesetzten Stamme

Stamm Kultivierung/Medium

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

C.f. 3009

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

EAEC 5477/94

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

EHEC 5714

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

EPEC E2348/9

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

ETEC H10407

12h UNK Stand / McCoy
(+FCS, + L-Glutamin)

MoOoT

SL1344 48h Stand / McCoy (ohne Zusétze)
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2.5.4. Bestimmung der optischen Dichte

Von den Kulturen wurde eine 1:10 Verdinnung hergestellt, somit jeweils 100yl

entnommen, in 900yl Nahrmedium geldést und die optische Dichte am

Photometer bei 600nm gegen 1000ul Nahrmedium als Nullwert bestimmt.

Tab. 2.3: Messwerte der optischen Dichte der eingesetzten Stamme pro Test-

Reihe in 1:10 Verdiinnung

ODGOO ODGOO ODGOO
Stamm

Test-Reihe 1 Test-Reihe 2 Test-Reihe 3

Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen:
C.f. 3009

ODGOO: 0,142

ODsoo: 0,196

ODGOO: 0,257

EAEC 5477/94

Bei allen Substanzen:

ODGOO: 0,271

Bei allen Substanzen:

ODGOO: 0,232

Bei allen Substanzen:
ODGOO: 0,282

EHEC 5714

Bei allen Substanzen:

ODGOO: 0,242

Bei allen Substanzen:

ODGOO: 0,242

Bei allen Substanzen:
ODGOO: 0,251

EPEC E2348/9

Bei allen Substanzen:

Bei allen Substanzen:

Bei allen Substanzen:

ODeoo: 0,258 ODGOO: 0,284 ODGOO: 0,248
Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen:
ETEC H10407
ODeoo: 0,231 ODeoo: 0,310 ODGOO: 0,267
M9O0T Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen:
ODGOO: 0,094 ODeoo: 0,096 ODGOO: 0,101
Bei Substanz SZ3,
P3,5,6,12,14,20:
ODGOO: 0,361
Bei Substanz ) .
Bei allen Substanzen: | Bei allen Substanzen:
SL 1344 P1,2,7,8,11,15,16-19:

ODggo: 0,229
Bei Substanz
S72,P4,9,10,13:
ODggo: 0,200

ODGOO: 0,207

ODGOO: 0,268
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2.6. Durchfihrung der Adharenz-Assays

Es wurde von den Bakterienkulturen fir 1:10 Verdlinnung mittels Photometer
die OD bei 600nm bestimmt und anschlieBend auf eine ODgg von 0,2 verdlinnt.
Zeitgleich wurden die eingefrorenen Aliquots der Suspensionen der
Testsubstanzen bei Raumtemperatur aufgetaut. Von den 2%igen Suspensionen
der Testsubstanzen und den auf ODgy = 0,2 eingestellten Bakterien wurden
jeweils 40ul in ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 pipettiert und das Bakterien-
Substanz-Gemisch invertiert. Durch diese 1:1-Mischung ergab sich fir die
Bakterien eine ODgyp von 0,1 und fir die Substanz-Suspensionen eine
Konzentration von 1%. Als Kontrolle wurden die auf ODgoo = 0,2 verdinnten
Bakterienkulturen in einem weiteren Eppendorf-Reaktionsgefa 1:1 mit
Nahrmedium verdinnt, um ebenfalls eine ODgoo von 0,1 zu erhalten.

Bakterien und Bakterien-Substanz-Gemische wurden anschlieBend fir 30
Minuten im Brutschrank bei 37°C vorinkubiert, um eine mdgliche Reaktion
zwischen Bakterien und Substanz zu erméglichen.

Finf Minuten vor Ende der Vorinkubationszeit wurden die Kryoschnitte bei
Raumtemperatur aufgetaut und jeder Schnitt mit Liquid Blocker umrandet, um
ein WedgflieBen der aufzubringenden Suspensionen zu verhindern. Die
Objekttrager wurden mit dem Datum des Adharenz-Assays beschriftet.

Nach Ablauf der Vorinkubation wurde jeder Schnitt mit 60ul beiimpft. Es wurde
derart vorgegangen, dass immer der erste Schnitt auf dem Objekttrager als
Kontrolle mit Bakterien beimpft wurde, die folgenden Schnitte mit den jeweiligen
Bakterien-Substanz-Gemischen. So war die Vergleichbarkeit zwischen Schnitt
mit Bakterien und Schnitt mit Bakterien-Substanz-Gemisch gewéahrleistet, da
sich auf einem Objekttrager in der Regel aufeinander folgende Schnittreihen
befanden.

Die Schnitte wurden nach dem Beimpfen fiir eine Stunde in einer feuchten
Kammer bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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2.7. Fixierung und Farbung der Schnitte

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die aufgebrachten Flissigkeiten von
den Schnitten abgekippt und die Objekttrager in finf Becherglasern mit 0,9
%iger NaCl Lésung gewaschen. Die gesamte Waschdauer betrug etwa zwei
Minuten.

Die Fixation erfolgte nach den Waschdurchgangen in Methanol fiir 15 Minuten.

Die Schnitte wurden anschlieBend nach Pappenheim geféarbt.

Tab. 2.4: Farbeschritte, Farbelésungen und Farbedauer der Kryoschnitte

Farbeschritt Lésung Dauer

Stadmme: SL1344 und EHEC
May-Griinwald-Lésung

1. 5714:1 min.
unverdinnt .
librige Stdmme: 45 sec.
May-Griinwald-Lésung Stdmme: SL1344 und
2. verdinnt 1:1 mit Pappenheim- EHEC5714:1 min.
Puffer Gebrauchslésung Ubrige Stdmme: 45 sec.

Pappenheim-Puffer
3. Schwenken fur etwa 30 sec.
Gebrauchslésung

4. Giemsa-Lésung 5 min.

Pappenheim-Puffer )
5. . Schwenken flr etwa 30 sec.
Gebrauchslésung

. AbschlieBende Waschung fur
6. Aqua destillata
etwa 30 sec.

Bei manchen Schnitten zeigte sich im Laufe der Adharenz-Assays mit den
Stdmmen SL 1344 und EHEC 5714, dass die Farbung an der Basalmembran
der Krypten teilweise zu dunkel ist und dadurch dort adharierende Bakterien
nicht zu erkennen und auszuwerten sind. Deshalb wurde bei den Ubrigen
Stdmmen die Farbedauer der unverdinnten und verdinnten May-Grinwald-
Lésung auf 45 Sekunden herabgesetzt.

Nach der Farbung wurden die Objekttrager getrocknet und eingedeckelt. Dies
diente sowohl zum Schutz der Schnitte per se, als auch dazu, die Schnitte ohne

Verlust der Farbequalitat aufbewahren zu kénnen.
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Dazu wurde der Objekttrager fir etwa zehn Minuten bei Raumtemperatur liegen
gelassen bis die FlUssigkeit der abschlieBenden Aqua dest. Waschung komplett
getrocknet war.

Danach wurde der Objekttrager kurz in Roti-Histol getaucht und das Deckglas
mit Roti-Histokitt eingestrichen. Das Deckglas wurde umgehend auf den
Objekttrager aufgelegt und unter bidigittalem Druck etwaige Lufteinschlisse

ausgepresst.

2.8. Auswertung

Die Auswertung der Versuchsreihen erfolgte am Durchlichtmikroskop in
200facher VergrdéBerung nach folgenden Kriterien:

- die Auszahlung der adharenten Bakterien erfolgte, soweit nicht anders
angegeben, an 10 quergeschnittenen Krypten, die in ihrer GréBe und
Beschaffenheit anndhernd gleich waren.

- Bei manchen Schnitten war es aufgrund der SchnittgréBe nicht méglich,
zehn gleiche quergeschnittene Krypten zu finden. In diesem Fall wurden
nur fanf Krypten zur Auswertung herangezogen.

- Die an den Krypten und, soweit mdglich, an der Basalmembran
adharierenden Bakterien wurden ausgezahlt und der Mittelwert gebildet.

- von diesen Absolutwerten der adharenten Bakterien mit und ohne Test-
Substanz-Suspensionen wurde daraufhin die relative Adhédrenz in
Prozent berechnet.

- fur jeden Stamm wurden die Test-Substanz-Suspensionen in 3 Test-
Reihen geprift und der Mittelwert aus den 3 Reihen bestimmt.

- Zur Dokumentation wurden pro Schnitt wéhrend der Auszdhlung zwei
Fotos gemacht.
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3. Ergebnisse

3.1. Der Escherichia coli Stamm EAEC 5477/94

Far die Adharenzexperimente mit dem Stamm EAEC wurden finf verschiedene
Biopsien verwendet.

In der ersten Test-Reihe die Biopsien I/4 und V/2, in Test-Reihe 2 die Biopsie
[I/2 und in Test-Reihe 3 die Biopsien V/3 und X/4. Dadurch ergab sich bei den
Kontrollwerten eine starke Differenz im Mittelwert der adharierenden Bakterien
pro Krypte in Abwesenheit von Priifsubstanzen. Auf der Biopsie X/4 zeigte sich
die héchste Adharenz, auf der Biopsie V/3 dagegen die niedrigste Adharenz pro
Krypte (Abb. 3.1). Abbildung 3.2 zeigt eine mikroskopische Aufnahme eines
Kryoschnittes der Biopsie 11/2 ohne Zugabe einer Prifsubstanz.
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Abb. 3.1: Anzahl der adharierenden Bakterien des Stammes EAEC 5477/94 in

Abwesenheit von Priifsubstanzen pro Krypte auf den verwendeten Biopsien
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Die Ergebnisse der Adhdrenz-Tests an Kryoschnitten mit dem Stamm EAEC
5477/94 ergaben nur in Gegenwart der Testsubstanz SZ2 eine Reduktion der
Adhéarenz unter 50% (47,4 %) (Abb. 3.3). Die Substanzen P1 und P12
inhibierten nicht die Adharenz, sondern erhéhten diese auf Gber 200% (Abb.

3.4).

Abb. 3.2: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie II/2 mit
adhérierenden Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EAEC 5477/94 ohne Zugabe einer

Test-Substanz.
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Abb. 3.3: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie II/2 mit
adharierende Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EAEC 5477/94 in Gegenwart der Test-
Substanz SZ2.
Es sind deutlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz
(vgl. Abb. 3.2)

Abb. 3.4: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie II/2 mit
adharierende Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EAEC 5477/94 in Gegenwart der Test-
Substanz P1. Es sind wesentlich mehr Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne
Prifsubstanz (vgl. Abb. 3.2)
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Die Prasenz aller anderen Substanzen resultierte in Adharenzwerten von Uber
50% (vgl. Abb. 3.5).
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*1: tatsdchlicher Wert: 202%

Abb. 3.5: relative Adhdrenz des Stammes EAEC in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.2. Der Escherichia coli Stamm EHEC 5714

Bei den Adharenz-Tests mit dem Stamm EHEC 5714 wurden zwei
verschiedene Biopsien verwendet. Fir die Test-Reihen 1 und 2 kam die Biopsie
[1l/4 und far die dritte Test-Reihe kam die Biopsie X/4 zur Anwendung (Abb.
3.6).

Erstaunlicherweise war der Mittelwert fir die Anzahl adharenter Bakterien an
die Biopsie lll/4 in Testreihe 2 und an Biopsie X/4 in Testreihe 3 mit 11
Bakterien gleich. Dagegen ergab sich ein etwas hdherer Wert (14
Bakterien/Krypte) fir die Adharenz mit derselben Biopsie ll/4 in Testreihe 1. Es
ware eigentlich eine gleich hohe Anzahl adharierender Bakterien pro Krypte auf
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Kryoschnitten derselben Biopsie und ein unterschiedlicher Wert mit der anderen
Biopsie zu erwarten gewesen.

Die mikroskopischen Bilder verdeutlichen die Adharenz ohne (Abb. 3.7) und mit
(Abb. 3.8) Zugabe einer Test-Substanz an die Biopsie ll1/4.

Mittelwert der Anzahl adharierender Bakterien pro Krypte
=

Reihe1l:  Biopsielll/4 Reihe2:  Biopsielll/4 Reihe3:  BiopsieX/4

Abb. 3.6: Anzahl der adharierenden Bakterien des Stammes EHEC 5714 in Abwesenheit

von Priifsubstanzen pro Krypte auf den verwendeten Biopsien

Die Ergebnisse der Adharenz Tests mit dem Stamm EHEC 5714 an den
Kryoschnitten ergab, wie beim Stamm EAEC 5477/94, nur in Anwesenheit der
Test-Substanz SZ2 eine Reduktion der Adharenz von Uber 50% (46,1%) (Abb.
3.8).
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Abb. 3.7: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie IIl/4 mit
adharierenden Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EHEC 5714 ohne Zugabe einer Test-
Substanz.

Abb. 3.8: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie Ill/4 mit
adharierende Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EHEC 5714 in Gegenwart der Test-
Substanz SZ2.
Es sind deutlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz
(vgl. Abb. 3.7)
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Die Prasenz aller anderen Substanzen resultierten jeweils in relativen
Adhéarenzen von Uber 50%. Die Test-Substanz P2 flihrte sogar zu einer
Adhéarenz von 132,6% im Vergleich zu den Kontrollwerten (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: relative Adhdrenz des Stammes EHEC in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.3. Der Escherichia coli Stamm EPEC E2348/9

Far die Adharenzstudien mit dem Stamm EPEC E2348/9 wurden drei
verschiedene Biopsien verwendet. Fir die Test-Reihe 1 die Biopsie X/4, fur die
Test-Reihe 2 die Biopsie V/2 und fir die Test-Reihe 3 die Biopsie 1/4.

Die Verwendung jeweils unterschiedlicher Biopsien zeigte sich auch deutlich im
Vergleich der Anzahl der adharierenden Bakterien pro Krypte ohne Zugabe
einer Prifsubstanz, wobei sich auf Biopsie X/4 mit durchschnittlich 30,2
Bakterien pro Krypte deutlich weniger Bakterien ansiedelten, als auf Biopsie 1/4
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mit durchschnittlich 61,7 Bakterien pro Krypte (Abb. 3.10). Abb. 3.11 zeigt die
mikroskopische Aufnahme der Biopsie 1/4 mit adharenten Bakterien ohne

Zugabe einer Prifsubstanz.
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Abb. 3.10: Anzahl der adhéarierenden Bakterien des Stammes EPEC E2348/9 in
Abwesenheit von Priifsubstanzen pro Krypte auf den verwendeten Biopsien

Im Ergebnis zeigte sich flr diesen Stamm nur bei Zugabe der Prifsubstanz P12
eine Reduktion der Adharenz von unter 50% (45,4%) (Abb. 3.12 und Abb.
3.13).
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Abb. 3.11: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie 1/4 mit
adharierenden Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EPEC E2348/9 ohne Zugabe einer
Test-Substanz.

Abb. 3.12: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie /4 mit
adhéarierenden Bakterien (siehe Pfeile) des Stammes EPEC E2348/9 in Gegenwart der
Test-Substanz P12.

Es sind deutlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz
(vgl. Abb. 3.11)
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Trotz unterschiedlicher Qualitat der Bilder zeigt sich deutlich eine Verringerung
der Adharenz unter Zugabe der Prifsubstanz P12.

Die Présenz aller anderen Substanzen reduzierte die Adharenz nicht unter den
Schwellenwert (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: relative Adhdrenz des Stammes EPEC in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.4. Der Escherichia coli Stamm ETEC H10407

Bei den Adhédrenz-Tests mit dem Stamm ETEC H10407 wurden vier
verschiedene Biopsien verwendet. In der ersten Test-Reihe die Biopsie X/4, in
der zweiten Test-Reihe die Biopsie 1/4 und in der dritten Test-Reihe die
Biopsien V/3 und 11/2 (Abb. 3.14).

Auf den Krypten der Biopsie [I/2 adhérierten mit durchschnittlich 92,5 Bakterien
pro Krypte die meisten, auf den Krypten der Biopsie V/3 mit durchschnittlich
22,1 Bakterien pro Krypte die wenigsten Bakterien (Abb. 3.14). Abbildung 3.15
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zeigt eine mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie 1/4 ohne
Zugabe einer Prifsubstanz.
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Abb. 3.14: Anzahl der adhéarierenden Bakterien des Stammes ETEC H10407 in
Abwesenheit von Priifsubstanzen pro Krypte auf den verwendeten Biopsien

Die Ergebnisse der Adhédrenz-Tests mit dem Stamm ETEC H10407 an
Kryoschnitten zeigten in Anwesenheit der Substanzen P3 (43%) (Abb. 3.16)
und P20 (45%) (Abb. 3.17) eine Hemmung der Adharenz auf unter 50% (vgl.
Abb. 3.19).

Die Zugabe der Substanz P16 bewirkte keine Hemmung, sondern verstarkte die
Adhéarenz der Bakterien auf 181,4% (Abb.3.18).
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Abb. 3.15: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie /4 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes ETEC H10407 ohne Zugabe einer Test-Substanz.

Abb. 3.16: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie /4 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes ETEC H10407 in Gegenwart der Test-Substanz P3.
Es sind deutlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz
(vgl. Abb. 3.15)
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Abb. 3.17 und 3.18 zeigen mikroskopische Aufnahmen der Biopsie X/4, die trotz
der unterschiedlichen Biopsie und unterschiedlicher Qualitat der Bilder im
Vergleich zu Abb. 3.15 und 3.16 (Kryoschnitt der Biopsie 1/4) deutlich die
Anderung im Adhérenzverhalten der Bakterien unter Zugabe der Test-

Substanzen erkennen lassen.

Abb. 3.17: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie X/4 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes ETEC H10407 in Gegenwart der Test-Substanz
P20. Es sind wesentlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne
Prifsubstanz (vgl. Abb. 3.15)
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Abb. 3.18: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie X/4 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes ETEC H10407 in Gegenwart der Test-Substanz
P16. Es sind deutlich mehr Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne
Priifsubstanz. (vgl. Abb. 3.15)

Alle Ubrigen eingesetzten Prifsubstanzen fiihrten zu keiner Inhibition der
Adhérenz (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: relative Adhéarenz des Stammes ETEC in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen
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3.5. Der Salmonella enterica Serotyp Typhimurium Stamm
SL1344

Zur Beurteilung der Adharenz des Stammes SL 1344 wurden zwei
unterschiedliche Biopsien herangezogen. In der ersten Test-Reihe die Biopsien
[lI/4 und IV/2, und in der zweiten und dritten Test-Reihe jeweils die Biopsien
[1l/4 (Abb. 3.20).

Da, bis auf die Substanzen SZ3, P6, P12, P3, P5, P14, und P20 in der ersten
Test-Reihe auf Biopsie 1V/2, alle weiteren Substanzen in allen drei Test-Reihen
auf der Biopsie Ill/4 zugegeben wurden, war eine genaue Beurteilung der
Unterschiede in den jeweiligen Test-Reihen gut durchfihrbar.

Daraus resultierten relativ geringe Unterschiede in der Anzahl der
adhérierenden Bakterien in Abwesenheit von Prifsubstanzen pro Krypte mit
den Kryoschnitten der Biopsie Ill/4 im Vergleich der drei Test-Reihen (Abb.
3.21).
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Abb. 3.20: Vergleich der Anzahl der adhéarierenden Bakterien des Stammes SL1344 pro
Krypte auf den einzelnen Biopsien ohne Zugabe einer Priifsubstanz. Angegeben sind die

Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den drei Test-Reihen
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Weiterhin muss angemerkt werden, dass ab der dritten Test-Reihe die
Substanzen P4, P7, P8, P17 und P18 entfielen (siehe Material und Methoden
Teil).

In den Abbildungen 3.21 und 3.22 sind die mikroskopischen Aufnahmen der
Kryoschnitte der Biopsie Ill/4 dargestellt, die die deutliche Reduktion der
Adhédrenz mit (Abb. 3.22) im Vergleich zu ohne (Abb. 3.21) Zugabe einer
PrUfsubstanz erkennen lassen.

Nach der Auswertung des Adhé&renz-Verhaltens des Stammes SL 1344 an den
Kryoschnitten zeigte sich fir drei der Prlfsubstanzen, P7 (33,2%), P 17 (48,2%)
und P20 (45,5%) (Abb. 3.22), eine Inhibition um mehr als 50% (vgl. Abb. 3.23).
Da aber, wie oben angemerkt, die Substanzen P7 und P17 nur flr die ersten
beiden Test-Reihen zur Verfligung standen, ist die dargestellte Adharenz in

Anwesenheit dieser Substanzen nicht sicher als Inhibition zu werten.

Abb. 3.21: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie IlII/4 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes SL 1344 ohne Zugabe einer Test-Substanz-
Suspension.
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Abb. 3.22: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie Ill/4 mit
adharierenden Bakterien des Stammes SL 1344 in Gegenwart der Test-Substanz P20. Es
sind deutlich weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz.
(vgl. Abb. 3.21)

In Gegenwart der Substanzen SZ2 und SZ3 wurden Mittelwerte von 51,3%
(SZ2) und 51,7% (SZ3) erhalten, welche nicht unter dem Schwellenwert von
50% liegen. Die Standardabweichungen schlieBen allerdings Werte unter 50 %
relative Adharenz mit ein. Alle anderen Test-Substanzen reduzierten die
Adhasionseffizienz nicht um 250% (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: relative Adhdrenz des Stammes SL 1344 in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.6. Der Shigella flexneri Stamm M90T

Fir die Untersuchungen mit dem Shigella Stamm M90T wurden in allen drei
Test-Reihen dieselbe Biopsie (X/1) benutzt (Abb. 3.24).

Es zeigten sich kaum Unterschiede im Adharenz-Verhalten bei den
Kontrollwerten in Abwesenheit von Prifsubstanzen.

In der ersten Test-Reihe war eine Adhasionseffizienz mit im Schnitt 11,1
Bakterien pro Krypte, in der zweiten Test-Reihe mit 11,9 Bakterien pro Krypte,
und in der dritten Test-Reihe die hdchste Adharenz mit 12,8 Bakterien pro
Krypte erhalten worden (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Vergleich der Anzahl der adhéarierenden Bakterien des Stammes Shigella
flexneri M90T pro Krypte auf den einzelnen Biopsien ohne Zugabe einer Priifsubstanz.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den drei Test-Reihen

Abb. 3.25 zeigt die mikroskopische Aufnahme der Biopsie X/1 ohne Zugabe

einer Prifsubstanz.

Abb. 3.25: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie X/1 mit
adhéarierenden Bakterien des Stammes M90T ohne Zugabe einer Test-Substanz.

48



Die Ergebnisse der Auswertung der drei Test-Reihen wies nur fiir die Substanz
SZ3 eine Inhibition von unter 50% (45,6%) aus. In Abb. 3.26 sieht man trotz des
Qualitatsunterschieds der mikroskopischen Bilder die deutliche Abnahme der
Anzahl adharenter Bakterien am eingesetzten Kryoschnitt der Biopsie X/1.

Abb. 3.26: mikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittes der Biopsie X/1 mit
adhérierenden Bakterien des Stammes M90T in Gegenwart der Test-Substanz SZ3. Es
sind weniger Bakterien zu erkennen, als auf dem Schnitt ohne Priifsubstanz. (vgl. Abb.
3.25)

Alle anderen getesteten Prifsubstanzen hemmten die Adharenz nicht (vgl. Abb.
3.27).
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Abb. 3.27: relative Adhédrenz des Stammes M90T in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.7. Der Citrobacter freundii Stamm 3009

Der Stamm 3009 wurde als Positivkontrolle benutzt (siehe Material und
Methoden Teil). Auch hier wurden drei getrennte Test-Reihen mit zwei
verschiedenen Biopsien, X/4 in Reihel und V/2 in den Reihen 2 und 3,
durchgefuhrt.

Das Adharenzverhalten der Bakterien dieses Stammes I&sst sich mit dem der
anderen Stamme vergleichen. In den Kontroll-Assays in der ersten Test-Reihe
adharierten mit 23,3 Bakterien pro Krypte jedoch deutlich weniger, als in der
dritten Test-Reihe mit durchschnittlich 34,6 Bakterien pro Krypte (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28: Vergleich der Anzahl der adhérierenden Bakterien des Stammes 3009 pro
Krypte auf den einzelnen Biopsien ohne Zugabe einer Priifsubstanz. Angegeben sind die
Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den drei Test-Reihen

Der Vergleich der drei Test-Reihen in Gegenwart der Test-Substanzen lie3
jedoch erkennen, dass keine der angewandten Prifsubstanzen die Adhérenz
um wenigstens 50% inhibierte (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29: relative Adhdrenz des Stammes 3009 in Anwesenheit der Substanzen.
Angegeben sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung aus den Ergebnissen der drei
Test - Reihen

3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass keine der untersuchten
Prifsubstanzen die Adharenz aller eingesetzten Stamme um = 50% zu
inhibieren vermochte.

Die Substanz SZ2 inhibierte EAEC 5477/94, EHEC 5714 und SL1344 um mehr
als 50%.

Die Substanz SZ3 verringerte die Adhasionseffizienz von SL1344 und MO0OT um
= 50%.

Die Test-Substanz P3 reduzierte nur die Adharenz von ETEC Stamm H10407
um mehr als 50%.

Substanz P12 inhibierte EPEC Stamm E2348/9 um mehr als 50%.

P20 inhibierte die Adhasion von ETEC H10407 und SL1344 um > 50%.

Die Prifsubstanzen P7 und P17 inhibierten die Adh&sion von SL1344 um mehr
als 50%. Jedoch standen diese Substanzen nur fur die Test-Reihen mit SL1344
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zur Verfigung, so dass ein Vergleich mit den anderen Stdmmen leider nicht
maoglich war.

Bei dem EAEC Stamm 5477/94 war in Anwesenheit der Prifsubstanzen P1 und
P12 eine Verdopplung der Adh&renz zu beobachten.

Beim ETEC Stamm H10407 flhrte die Substanz P16 anndhernd zu einer
Verdopplung der Adhésion.
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4. Diskussion

In dieser Studie sollte eine Methodik etabliert werden, um Testsubstanzen auf
eine mdgliche Inhibierung der Adhasion darmpathogener Bakterien an
Kryoschnitten humaner Darmbiopsien prifen zu kdénnen. Der Einsatz von
Gefrierschnitten, die aus humanen Darmbiopsien gewonnen wurden, wurde
deshalb gewéhlt, da dieses Material im Vergleich zu humanen
Darmepithelzelllinien die in vivo Situation besser simuliert.

Zu Beginn dieser Arbeit wurden zunachst die Herstellung der Kryoschnitte und
die Farbetechnik optimiert. Danach war es mdglich, die antiadhasiven Effekte
von Prifsubstanzen auf die Adharenz von ausgewdahlten darmpathogenen
Bakterien zu bestimmen. Allerdings ergaben sich teilweise technische Probleme
bei der Herstellung der Kryoschnitte und der Farbung, die sich nachteilig auf die
Auswertbarkeit auswirkten.

4.1. Auswirkungen der Biopsie - Eigenschaften

Die fir diese Studie verwendeten Biopsien wurden alle aus dem
sigmoidalen Kolon, etwa 20cm distal des Rektums, entnommen. Fir jeden
der eingesetzten Stdmme konnte, nach Testung unterschiedlicher
Kultivierungsbedingungen und N&hrmedienzusétze, auch eine, fir die
Auswertung der Ergebnisse, ausreichende Adharenz an den
Gewebsschnitten erzielt werden.

Dem Gewebstropismus der Bakterien wurde jedoch in dieser Untersuchung
nicht nachgekommen (siehe Tabelle 4.1.). Dies gilt in diesem Fall fur die
Stdmme Salmonella, ETEC und EPEC.

Daher stellt sich die Frage, ob eine zahlenmaBig héhere Adharenz erreicht
werden koénnte, wenn Biopsien aus den fir die einzelnen Stamme

praferierten Darmabschnitten eingesetzt wirden.
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Tabelle 4.1.: Tropismus der verwendeten Stamme (nach [17))

Wirkorte Infektionserreger
Duodenum und Jejunum E.coli (ETEC, EPEC)
lleum Salmonella
Colon E. coli (EIEC, EHEC), Shigella

Des Weiteren konnte nicht fur alle drei Test-Reihen der einzelnen Stamme
dieselbe Biopsie verwendet werden, da diese entweder nicht gro3 genug
waren, oder ein zu hoher VerschleiB beim Schneiden der Gewebeproben
auftrat.

Es waére hilfreich, fir die Tests mit den Prifsubstanzen bei jedem Stamm
zumindest dieselbe Biopsie zu verwenden, um zu verhindern, dass bei
Verwendung unterschiedlicher Biopsien Varianzen in der Adhasionseffizienz
auftreten.

Far S. flexneri Stamm M90T konnte unter Verwendung derselben Biopsie in
allen drei Test-Reihen gezeigt werden, dass die Bakterien ohne Zugabe einer
Prifsubstanz kaum Unterschiede in der relativen Adharenz aufwiesen. Auch
unter Zugabe der Test-Substanzen war daher eine sehr geringe
Standardabweichung erwartet worden. Dies konnte auch bei den erzielten
Ergebnissen bis auf wenige Ausnahmen (bei den Prifsubstanzen P12, P14 und
P15 ergaben sich Standardabweichungen von tber 20%) bestatigt werden.

Bei den Analysen mit dem EHEC Stamm 5714 zeigte sich trotz des Einsatzes
derselben Biopsie in den ersten beiden Test-Reihen eine Differenz von 40%
und mehr in der relativen Adharenz der Bakterien unter Zugabe der
Prifsubstanzen SZ3, P6 und P9. Auch hier wurde eigentlich erwartet, dass
unter Zugabe derselben Test-Substanz die Bakterien mit anndhernd gleicher

Effizienz adharieren wiirden.

Die Ursache dieser Schwankungen kdnnte in weiteren Untersuchungen geklart

werden.
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4.2. Auswirkungen der Farbe — Technik

Zum Einfarben der Kryoschnitte wurde die Pappenheim-Farbung gewahlt (siehe
Material und Methoden Teil), da sich aufgrund vorheriger Probeféarbungen mit
unterschiedlichen Farbetechniken und -l6sungen gezeigt hatte, dass hiermit die
beste Farbung erreicht werden konnte.

Es konnte jedoch, trotz identischem Farbeprotokoll, teilweise keine einheitliche

Farbung der Schnitte erzielt werden. Mehrere Griinde kommen hierflr in Frage.

Zum Einen kénnte eine unterschiedliche Schnittstelle, also Mitte oder Rand
einer Biopsie, dazu beitragen, dass manche Schnitte viel heller gefarbt waren,
als andere. Dies lieBe sich eventuell dadurch verhindern, dass nur Schnitte aus
der Mitte der Biopsie verwendet wirden, da sich dadurch eher die
Wahrscheinlichkeit ergibt, dass das geschnittene Gewebe die Farbstoffe
gleichmaBig aufnimmt und keine Reste von Schleim etc. am Biopsie-Rand

mitgeschnitten und mit eingebettet wurden.

Zum Anderen koénnte eine sehr dunkle Farbung der Schnitte an den
zugegebenen Test-Substanzen liegen. Dies kann aber ausgeschlossen werden,
da nicht immer in Gegenwart derselben Testsubstanz eine dunklere Farbung

erhalten wurde.

4.3. Die Analyseparameter

Um eine ann&hernd optimale Vergleichbarkeit unter den eingesetzten Stammen
zu erzielen, wurden fir die Auszdhlung der adharierenden Bakterien jeweils
zehn quergeschnittene Krypten ausgewahlt, die in ihrer GréBe anndhernd

gleich waren. Die quantitative Auswertung erfolgte manuell am Lichtmikroskop.
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Zum Einen war es leider nicht bei allen Schnitten mdglich, zehn solcher Krypten
aufzufinden. Deshalb wurden in einem solchen Fall nur finf Krypten gezahlt
(die betroffenen Stdmme bzw. Test-Reihen sind im Anhang gekennzeichnet).
Bei manchen Schnitten sah man ganz deutlich, dass kaum noch Krypten im
Praparat zu finden waren, im Gegensatz zu anderen Schnitten, bei denen pro
Schnitt 20 oder mehr quergeschnittene Krypten anzutreffen waren. Dies lasst
vermuten, dass bei den Schnitten mit wenigen Krypten der Rand einer Biopsie
verwendet wurde. Daher musste in diesem Fall die Anzahl der ausgewerteten
Krypten auf finf, statt zehn, pro Schnitt reduziert werden.

Dieses Vorgehen fihrte deshalb dazu, dass nicht alle Biopsien nach denselben

Kriterien ausgewertet werden konnten.

Zum Anderen waren bei einigen Schnitten aufgrund der dunklen Farbung die an
der Basalmembran adhéarierenden Bakterien nicht zu erkennen und konnten
dadurch ebenfalls nicht mitgezahlt werden.

Ein weiteres Problem ergab sich bei der Auszahlung durch teilweise starke
Aggregation der Bakterien. Auch hier war es schwierig bis unmdglich zu

erkennen, wie viele einzelne Bakterien hier zu zahlen waren.

Eine andere Madglichkeit der Auswertung koénnte eine Auszahlung der
adharierenden Bakterien pro Gesichtsfeld sein. So werden auch Bakterien, die
im interstitiellen Gewebe adhariert haben, miteinbezogen. Dies wurde bei der
vorliegenden Untersuchung jedoch nicht getan, da das Ziel war, in der in vivo
Situation die Inhibierung der Adhé&sion an die Enterozyten durch entsprechende
Substanzen zu erreichen.

Desweiteren kénnte man die Bakterien mit einem Floureszens-Marker versehen
und sie per Computer auszahlen. Dadurch kann mdéglicherweise eine noch

genauere ldentifizierung einzelner Bakterien erreicht werden.
In der vorliegenden Untersuchung wurde eine Inhibierung der Adharenz in

Gegenwart einer Prifsubstanz um mindestens flinfzig Prozent im Vergleich zur

Adhéasionseffizienz in Abwesenheit einer Prifsubstanz als relevant definiert. Es
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kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Prifsubstanzen, die in diesem
Versuchsansatz keine relevante Inhibierung zeigten, unter in vivo Bedingungen
doch inhibitorisch wirksam sind. Ebenso wenig auszuschlieBen ist, dass
Prifsubstanzen, die hier die bakterielle Adhdarenz hemmten, auch in vivo
antiadhasiv wirksam sind.

Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit recht hoch, dass Substanzen, die in diesen
in vitro Studien antiadhasiv wirksam waren, auch unter anderen in vitro oder in
vivo Bedingungen entsprechende Effekte zeigen. Dies wird durch Befunde aus
Tierexperimenten untermauert, die parallel zu diesen Studien durchgefiihrt
wurden. Im Mausmodell konnte flr die Prifsubstanzen SZ2 und SZ3 ein Schutz
der Tiere gegen eine Salmonellainfektion gezeigt werden, wenn diese
Substanzen als 1%ige Ldésung im Trinkwasser angeboten wurde.

In der vorliegenden Studie inhibierten diese Substanzen die Adh&asion von
Salmonella um ca. 50 %.

Das Hauptziel dieser Studie, Karbohydrate, die die Adhasion humanmedizinisch
bedeutender enteropathogener Bakterien an Kryoschnitten humaner
Darmbiopsien zu inhibieren vermégen, zu identifizieren, wurde erreicht.
Karbohydrate wurden deshalb gewahlt, weil Mannose schon vor etwa 30
Jahren als kompetitver Rezeptorantagonist flr Enterobakterien identifiziert
wurde. Auch in jingsten Studien Gber den Einsatz von Karbohydraten in der
Anti-Adhésions-Therapie konnten z.B. Glykopeptide als Inhibitoren fir E. coli
K99 oder Mannose als Inhibitor fir Shigella flexneri eindeutig nachgewiesen
werden [34].

Dies konnte in der vorliegenden Untersuchung fir die Prifsubstanzen SZ2,
SZ3, P3, P12 und P20 gezeigt werden. Allerdings inhibiert keine der
Prifsubstanzen die Adhasion aller eingesetzten Bakterien. Vielmehr war der
antiadhasive Effekt einer Substanz in dieser Studie jeweils auf ein oder zwei
Bakterienstdmme begrenzt. Nur fiir die Substanz SZ2 wurden mehr als zwei
Bakterienstdmme (EAEC 5477/99 und EHEC 5714) inhibiert, wenn die nur
knapp Uber 50 % liegende relative Adhéasion von S. flexneri M90T (50,8 %) und
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S. typhimurium SL1344 (51,3 %) auch als signifikant inhibierte Adh&sion
interpretiert wird.

Zusammen mit den im genannten Mausmodell erhaltenen Resultaten fir SZ2
ist diese Substanz jene, die am ehesten in weiteren Studien auf eine mdgliche
Anwendung in der Infektionspréavention gegen Darminfektionen verursacht von
enteroaggregativen und enterohamorrhagischen E. coli, S. flexneri oder (vor
allem) Salmonella enterica Serotyp Typhimurium einbezogen werden sollten.

In weiteren Studien kénnte dann auch versucht werden, den Wirkmechanismus
der antiinvasiven Prifsubstanzen aufzuklaren. Dies war jedoch nicht das Ziel

dieser Studien.
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5. Zusammenfassung

In der Bundesrepublik Deutschland kommt es jedes Jahr zu einer betrachtlichen
Zahl von, teilweise sogar todlich verlaufenden, bakteriell verursachten
Darminfektionen. Gleichzeitig ist eine besorgniserregende Zunahme an
Antibiotikaresistenzen und -unvertraglichkeiten zu beobachten. Eine mdgliche
alternative Strategie zur Pravention und Therapie solcher Infektionen kénnte die
Blockierung der bakteriellen Adhasion sein.

Dies wurde in einem in vitro Modell mit Kryoschnitten humaner Darmbiopsien
und sechs ausgewahlten humanpathogenen Enteritiserregern untersucht. Dazu
wurden 17 Kohlenhydrate als 1%ige Losung auf ihre antiadhdsive Wirksamkeit
geprtft. Die Adharenz des enteroaggregativen E. coli Stammes EAEC 5477/94,
des enterohamorrhagischen E. coli Stammes EHEC 5714, des
enteropathogenen E. coli Stammes EPEC E2348/96, des enterotoxigenen E.
coli Stammes ETEC H10407, des Salmonella enterica Serovar Typhimurium
Stammes SL1344 und des Shigella flexneri Stammes M90T sowie des als
Positivkontrolle dienenden Citrobacter freundii Stammes 3009 wurden in An-
und Abwesenheit der Prifsubstanzen quantifiziert. Dazu wurden die
Kryoschnitte mit Aliquots der entsprechenden Bakterienkulturen inkubiert, die
Praparate anschlieBend gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet.

Die Untersuchungen ergaben, dass nur die Substanz SZ2 die Adhéasion von
drei Stdammen (EAEC 5477/94, EHEC 5714, SL1344) um mehr als 50 %
inhibierte. Substanz SZ3 reduzierte die Adhasionseffizienz von SL1344 und
MOOT um > 50 %. Auch die Gegenwart von Substanz P20 resultierte in einer
um mehr als die Halfte verringerten Adhasion von zwei der untersuchten
Darmpathogenen (ETEC H10407, SL1344). Die Adhéarenz jeweils nur eines
Bakterienstammes wurde durch P3 (ETEC H10407) und P12 (EPEC E2348/96)

um mehr als 50 % verringert.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alleine die Prifsubstanz SZ2
die Adharenz von mehr als zwei Stdmmen um mehr als 50% zu inhibieren

vermochte.

Somit ist diese Substanz am ehesten erfolgversprechend in einem weiteren
Einsatz in Studien Uber die Infektionsprophylaxe gegen enteroaggregative und
enterohdmorrhagische E.coli, Salmonella enterica Serotyp Typhimurium oder S.

flexneri.
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7. Anhang

7.1. Rohdaten und Saulendiagramme

7.1.1.

Der Escherichia coli Stamm EAEC 5477/94

Tab. 7.1: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes EAEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

Sz2 69 28,8 SZ2 41,74
SZ3 69 35,2 SZ3 51,01

P1 69 39 P1 56,52

P2 69 28,2 P2 40,86

P3 51,8 50,8 P3 98,06
P5 51,8 35,4 P5 68,33

P6 51,8 44 P6 84,94
P9 51,8 67,6 P9 130,51
P10 22,6 23,8 P10 105,31
P11 22,6 23,4 P11 103,54
P12 22,6 43,5 P12 192,48
P13 22,6 16,2 P13 71,68

P14 23,6 38,4 P14 162,71
P15 23,6 25,4 P15 107,63
P16 23,6 33,8 P16 143,22
P19 51,2 25,2 P19 49,22
P20 51,2 12,6 P20 24,61
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Tab. 7.2: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes EAEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

Sz2 41,6 20,2 SZ2 48,56
SZ3 41,6 12 SZ3 28,85
P1 41,6 81,5 P1 195,91
P2 41,6 29,2 P2 70,19
P3 48,6 22,4 P3 46,09
P5 48,6 64 P5 131,69
P6 48,6 14,2 P6 29,22
P9 48,6 22,2 P9 45,68
P10 30,4 36,8 P10 121,05
P11 30,4 46,2 P11 151,97
P12 30,4 70,8 P12 232,89
P13 30,4 11,8 P13 38,81

P14 75,4 18,8 P14 24,93

P15 75,4 51,8 P15 68,70

P16 75,4 28,2 P16 37,40

P19 66 37,2 P19 56,36

P20 66 47,5 P20 71,97

Tab. 7.3: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes EAEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

Sz2 11,2 5,8 SZ72 51,79
SZ3 11,2 13 SZ3 116,07
P1 11,2 39,6 P1 353,57
P2 11,2 18,2 P2 162,50
P3 23,2 19,6 P3 84,48
P5 23,2 34,2 P5 147,41
P6 23,2 18,4 P6 79,31

P9 23,2 19 P9 81,89
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P10 30 31,2 P10 104

P11 30 24,6 P11 82

P12 30 54,2 P12 180,66
P13 24,8 17,8 P13 71,77
P14 24,8 14 P14 56,45
P15 35 25,4 P15 72,57
P16 35 24,8 P16 70,85
P19 26,2 28,4 P19 108,39
P20 26,2 23,8 P20 90,83

Tab. 7.4: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adhdrenz des Stammes

EAEC fir alle Testsubstanzen

Mittelwert der rel. Standard-
Adhéarenz abweichung
SZ2 47,36 5,12
SZ3 65,31 45,33
P1 202,01 148,61
P2 91,18 63,47
P3 76,21 26,95
P5 115,81 41,85
P6 64,49 30,67
P9 86,02 42,56
P10 110,12 9,48
P11 112,50 35,83
P12 202,01 27,38
P13 60,75 19,00
P14 81,36 72,18
P15 82,96 21,44
P16 83,82 54,08
P19 71,32 32,30
P20 62,47 34,12
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Tab. 7.5: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des

Stammes EAEC

Mittelwert der

Standard-
Kontrollwerte pro
L abweichung
Biopsie
Reihet:
Biopsie 1/4 47,8 20,01
BiopsieV/2 34,64 15,11
Reihe2:
Biopsie 11/2 49,44 16,33
Reihe3:
BiopsieV/3 20,69 8,03
Biopsie X/4 73,78 10,45
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Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte

Sz2

SZ3 P1

P3

O EAEC 5477/94 Kontrolle Reihe1
W EAEC 5477/94 Kontrolle Reihe2
O EAEC 5477/94 Kontrolle Reihe3

P6 P9 P10

B EAEC 5477/94 + Substanz Reihe1
B EAEC 5477/94 + Substanz Reihe2
OEAEC 5477/94 + Substanz Reihe3

Abb. 7.1: Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte des Stammes EAEC in An-

und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Abb. 7.2: relative Adharenz des Stammes EAEC in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3

Anmerkungen zur Auswertung:

Es ergab sich beim Auszahlen der adhérierten Bakterien die Schwierigkeit,
dass diese teilweise sehr stark verklumpten. Dadurch konnten einzelne
Bakterien nicht differenziert und somit nicht einzeln ausgezahlt werden.
Dies wurde vor allem in der zweiten Test-Reihe mit den Substanzen P1
und P5 deutlich.

In der gesamten zweiten Test-Reihe wurden aufgrund der geringen
SchnittgréBe nur funf Krypten zur Auswertung herangezogen. In der dritten
Test-Reihe traf dies auf die Schnitte mit den Substanzen SZ2, SZ3, P1,
P2, P13 und P14 zu.

Zuletzt muss angemerkt werden, dass sich sowohl in der zweiten, als auch
in der dritten Test-Reihe, trotz identischem Farbeprotokoll, bei den
Substanzen P6, P9 und P13 die Schnitte sehr dunkel farbten und damit

die Auswertung ebenfalls erschwert wurde.
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7.1.2.

Der Escherichia coli Stamm EHEC 5714

Tab. 7.6: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes EHEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

SZ2 10,2 4,5 SZ2 4411

SZ3 10,2 11,8 SZ3 115,68
P1 10,5 12,1 P1 115,23
P2 10,5 17,5 P2 166,66
P3 18,2 12,4 P3 68,131
P5 18,2 8,6 P5 47,25
P6 19,1 11,8 P6 61,78
P9 19,1 7,6 P9 39,79
P10 15,8 13,1 P10 82,91

P11 15,8 10,4 P11 65,82
P12 14,4 8,5 P12 59,02
P13 14,4 13,5 P13 93,75
P14 13,6 13,8 P14 101,47
P15 13,6 11,3 P15 83,08
P16 12,4 11,9 P16 95,96
P19 12,4 12 P19 96,77
P20 10,5 9,1 P20 86,66

Tab. 7.7: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes EHEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz
Sz2 12,5 7,2 Sz72 57,6
SZ3 12,5 7,7 SZ3 61,6
P1 10,5 10,3 P1 98,09
P2 10,5 16,5 P2 157,14
P3 11,4 8 P3 70,17
P5 11,4 8,4 P5 73,68
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P6 11,9 11,7 P6 98,31

P9 11,9 9,2 P9 77,31

P10 10,3 78 P10 75,72
P11 10,3 9,1 P11 88,34
P12 115 8,1 P12 70,43
P13 115 9 P13 78,26
P14 11,2 12 P14 107,14
P15 11,2 10,7 P15 95,53
P16 10,2 10 P16 98,03
P19 10,2 10,7 P19 104,92
P20 10,8 8 P20 74,074

Tab. 7.8: Absolutwerte und relative Adharenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes EHEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 10,7 3,9 SZ2 36,44
Sz3 10,7 6,7 SZ3 62,6168
P1 10,7 10,1 P1 94,39
P2 11,2 8,3 P2 74,11
P3 11,2 7,8 P3 69,64
P5 11,2 9,4 P5 83,92
P6 10,2 9,7 P6 95,09
P9 10,2 6,7 P9 65,68
P10 10,2 9,6 P10 94,11
P11 11,4 6,9 P11 60,52
P12 12,1 11,4 P12 94,21
P13 11,4 9 P13 78,94
P14 11,4 11,1 P14 97,36
P15 12,1 8,3 P15 68,59
P16 12,1 11,1 P16 91,73
P19 10,8 9 P19 83,33
P20 10,8 9,8 P20 90,74
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Tab. 7.9: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adhdrenz des Stammes
EHEC fiir alle Testsubstanzen

Mittelwert rel. Standard-
Adhérenz abweichung
Sz2 46,05 10,71
SZ3 79,96 30,93
P1 102,57 11,12
P2 132,63 50,91
P3 69,31 1,06
P5 68,28 18,92
P6 85,06 20,23
P9 60,92 19,20
P10 84,25 9,26
P11 71,56 14,77
P12 74,55 17,95
P13 83,65 8,75
P14 101,99 4,91
P15 82,41 13,48
P16 95,24 3,21
P19 95,01 10,89
P20 83,82 8,68

Tab. 7.10: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des
Stammes EHEC

Mittelwert der
Standard-
Kontrollwerte pro .
o abweichung
Biopsie

Reihe1:
Biopsielll/4 14,05 3,21

Reihe2:
Biopsielll/4 11,16 0,76

Reihe3:
BiopsieX/4 11,08 0,63
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Abb. 7.3: Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte des Stammes EHEC in An-

und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1, 2 und 3
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Abb. 7.4: relative Adhdrenz des Stammes EHEC in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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7.1.3. Der Escherichia coli Stamm EPEC E2348/9

Tab. 7.11: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes EPEC
mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
relative
Absolutwerte Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 28,6 33,1 SZ2 115,73
SZ3 28,6 18 SZ3 62,94
P1 28,6 18,1 P1 63,87
P2 26,5 17 P2 64,15
P3 26,5 24,7 P3 93,21
P5 26,5 22,7 P5 85,67
P6 30,8 34 P6 110,39
P9 30,8 14,5 P9 47,08
P10 30,8 36 P10 116,88
P11 33,9 42,8 P11 126,25
P12 33,9 24 P12 70,8
P13 33,9 19 P13 56,05
P14 29,7 24,4 P14 82,15
P15 29,7 32 P15 107,74
P16 29,7 30,5 P16 102,7
P19 32,4 13,9 P19 42,9
P20 32,4 17,6 P20 54,32

Tab. 7.12: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes EPEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
relative
Absolutwerte Adhérenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 42,7 32,1 SZ2 75,17
SZ3 427 22,8 SZ3 53,39
P1 42,7 34,9 P1 81,73
P2 42,7 30,5 P2 71,42
P3 51,1 35,7 P3 69,86
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P5 51,1 61,2 P5 119,76
P6 51,1 47,8 P6 93,54
P9 51,1 80,3 P9 157,14
P10 44,8 42,4 P10 94,64
P11 44,8 33,6 P11 75
P12 44,8 6,8 P12 15,17
P13 44,8 27 P13 60,26
P14 76,2 68,2 P14 89,50
P15 76,2 78,8 P15 103,41
P16 76,2 63,2 P16 82,93
P19 72,2 48,6 P19 67,31
P20 72,2 38,6 P20 53,46

Tab. 7.13: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes EPEC

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
relative
Absolutwerte Adhérenz in %
Kontrolle + Substanz
Sz2 34,6 34,4 Sz2 99,42
SZ3 34,6 31 SZ3 89,59
P1 62,8 30,4 P1 48,40
P2 62,8 49,4 P2 78,66
P3 63,4 29,8 P3 47
P5 63,4 32,4 P5 51,10
P6 57,4 33,8 P6 58,88
P9 57,4 30 P9 52,26
P10 72,8 42,8 P10 58,79
P11 72,8 50,6 P11 69,50
P12 70,2 35,2 P12 50,14
P13 70,2 48,8 P13 69,51
P14 70,2 26,4 P14 37,60
P15 64,2 69,2 P15 107,78
P16 64,2 79 P16 123,05
P19 64,2 97,4 P19 151,71
P20 64,2 78,4 P20 122,11
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Tab. 7.14: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adhdrenz des Stammes

EPEC fiir alle Testsubstanzen

Mittelwert der Standard-
rel.Adhérenz abweichung
Sz2 96,77 20,41
SZ3 68,64 18,76
P1 64,67 16,677
P2 71,41 7,256
P3 70,02 23,1
P5 85,51 34,33
P6 87,61 26,26
P9 85,49 62,1
P10 90,1 29,3
P11 90,25 31,29
P12 45,37 28,11
P13 61,94 6,88
P14 69,75 28,08
P15 106,31 2,51
P16 102,89 20,05
P19 87,31 57,09
P20 76,63 39,39

Tab. 7.15: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des

Stammes EPEC

Mittelwert der
Standard-
Kontrollwerte pro .
o abweichung
Biopsie

Reihet:

BiopsieX/4 30,19 2,51
Reihe2:

BiopsieV/2 54,55 13,73
Reihe3:

Biopsie 1/4 61,72 11,1
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Abb. 7.5: Mittelwert der adhéarierenden Bakterien pro Krypte des Stammes EPEC in An-
und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Abb. 7.6: relative Adhdrenz des Stammes EPEC in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Anmerkungen zur Auswertung:

Bei der Auswertung dieser Adhasionsexperimente ergaben sich &hnliche
Probleme wie beim Stamm EAEC 5477/94.

Zum Ersten waren trotz identischen Farbeprotokolls bei den Prifsubstanzen
P3, P5, P16 in der ersten Test-Reihe und bei den Prifsubstanzen P6 und P9 in
der zweiten Test-Reihe die Schnitte sehr dunkel geféarbt, so dass die
Auszéahlung dadurch erschwert wurde.

Zum Zweiten bildeten sich in Test-Reihe 1 bei der Prifsubstanz P11, in der
Test-Reihe 2 bei allen Prifsubstanzen und in der Test-Reihe 3 bei den
Substanzen P19 und P20 dicke Bakterienkolonien. Dadurch konnten die
einzelnen Bakterien nicht sicher differenziert und ausgezahlt werden.

Zum Dritten wurden in der dritten Test-Reihe bei den Substanzen SZ2, SZ3,
P15, P16, P17, P18 und P19 nur finf Krypten ausgewertet, da es bei diesen
Schnitten nicht méglich war, zehn anndhernd identische Krypten zur

Auswertung heranzuziehen.

7.1.4. Der Escherichia coli Stamm ETEC H10407

Tab. 7.16: Absolutwerte und relative Adhédrenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes ETEC
mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 26 12,2 SZ2 46,92
SZ3 26 13,8 SZ3 53,08
P1 26 10,6 P1 40,78
P2 34 25,6 P2 75,3
P3 34 11,7 P3 34,41
P5 34 247 P5 72,65
P6 32,8 46,2 P6 140,85
P9 32,8 41,6 P9 126,83
P10 32,8 34 P10 103,66
P11 41,2 54,8 P11 133
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P12 41,2 41,6 P12 100,1

P13 41,2 31 P13 75,24
P14 22,4 23 P14 102,68
P15 22,4 42 P15 187,5
P16 22,4 67,3 P16 300,45
P19 61,2 37,6 P19 61,44
P20 61,2 34,2 P20 55,88

Tab. 7.17: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes ETEC
mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

SZ72 72 43 Sz2 59,72
SZ3 72 53,6 SZ3 74,44

P1 72 75,8 P1 105,27

P2 72 38,3 P2 53,19

P3 96,8 66,6 P3 68,8

P5 96.8 65 P5 67,14

P6 96.8 72 P6 74,38

P9 96,8 69 P9 71,28
P10 84,4 97,4 P10 115,4
P11 84,4 107,4 P11 127,25
P12 84,4 61,6 P12 72,98
P13 84,4 65,6 P13 77,72
P14 51,8 53,6 P14 103,47
P15 51,8 103 P15 198,84
P16 51,8 97 P16 187,25
P19 148,5 112 P19 75,42
P20 148,5 52 P20 35,01
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Tab. 7.18: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes ETEC
mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adharenz in %
Kontrolle + Substanz

SZ2 9,9 11,1 SZ2 112,12
SZ3 9,9 7 SZ3 70,70

P1 9,9 16,2 P1 163,63
P2 9,9 7.9 P2 79,79

P3 34,5 8,9 P3 25,79

P5 34,5 24,7 P5 71,59

P6 34,5 4 P6 11,59

P9 34,5 5,3 P9 15,36
P10 16,6 24,9 P10 150

P11 16,6 5,3 P11 31,92
P12 16,6 27,5 P12 165,66
P13 16,6 3,4 P13 20,48
P14 27,5 9 P14 32,72
P15 27,5 7,5 P15 27,27
P16 27,5 15,5 P16 56,36
P19 27,5 38,5 P19 140
P20 92,5 41 P20 44,32

Tab. 7.19: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adharenz des Stammes

ETEC fiir alle Testsubstanzen

Mittelwert der Standard-
rel.Adhérenz abweichung
SZ2 72,92 34,54
SZ3 66,07 11,41
P1 103,23 61,45
P2 69,43 14,23
P3 43 22,75
P5 70,46 2,91
P6 75,6 64,63
P9 71,15 55,73
P10 123,02 24,09
P11 97,39 56,76
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P12 112,9 47,64
P13 57,81 32,35
P14 79,62 40,61

P15 137,87 95,94
P16 181,35 122,15
P19 92,28 41,90
P20 45,07 10,45

Tab. 7.20: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des

Stammes ETEC

Mittelwert der

Standard-
Kontrollwerte pro .
L abweichung
Biopsie
Reihe1l:
BiopsieX/4 34,8 11,79
Reihe2:
Biopsie 1/4 86,18 28,04
Reihe3:
BiopsieV/3 22,12 9,82
Biopsie 11/2 92,5 0
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Abb. 7.7: Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte des Stammes EAEC in An-
und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Abb. 7.8: relative Adhirenz des Stammes EAEC in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Anmerkungen zur Auswertung:

In der ersten Test-Reihe konnten bei den Substanzen P6, P9, P10, P11, P12,

P13, P19, und P20 nur funf Krypten zur Auswertung herangezogen werden.

7.1.5.

Der Salmonella enterica Serotyp Typhimurium
Stamm SL1344

Tab. 7.21: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes SL

1344 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz

SZ72 14,9 8 SZ2 53,69
SZ3 5,1 2,9 SZ3 56,86
P1 8,8 6,3 P1 71,59
P2 8,8 9,6 P2 109,09
P3 6,2 4.8 P3 77,41
P4 14,9 7,3 P4 48,99
P5 6,2 5,1 P5 82,25
P6 6,7 4,9 P6 73,13
P7 7,9 1,9 P7 24,05
P8 7,9 6,9 P8 87,34
P9 13 11 P9 84,61
P10 13 8,6 P10 66,15
P11 5,4 2,7 P11 50
P12 6,7 4.4 P12 65,67
P13 12 10,3 P13 85,83
P14 7 2,4 P14 34,28
P15 5,4 3,2 P15 59,259
P16 4,5 3,3 P16 73,33
P17 4,5 2,7 P17 60
P18 7,3 5,1 P18 69,86
P19 7,3 7 P19 95,89
P20 7 1,9 P20 27,14

92



Tab. 7.22: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes SL

1344 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adhérenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 14,6 7.4 SZ2 50,68
SZ3 14,6 8,5 SZ3 58,21
P1 16,7 9,7 P1 58,08
P2 16,7 16,6 P2 99,4
P3 17 14,4 P3 84,7
P4 17 15,5 P4 91,17
P5 22,4 12,3 P5 54,91
P6 22,4 13,6 P6 60,71
P7 17,7 7,5 P7 42,37
P8 17,7 18,5 P8 104,51
P9 20,4 55 P9 26,96
P10 20,4 12,1 P10 59,31
P11 17,7 12,9 P11 72,88
P12 17,7 10 P12 56,49
P13 16,8 15,1 P13 89,88
P14 26,8 16,4 P14 61,19
P15 20,6 14,2 P15 68,93
P16 20,6 11,1 P16 53,88
P17 16,5 6 P17 36,36
P18 16,5 9 P18 54,54
P19 13 10,2 P19 78,46
P20 13 7,7 P20 59,23

Tab. 7.23: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes SL

1344 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ72 13,5 6,7 Sz2 49,62
SZ3 13,5 5,4 SZ3 40
P1 14,8 5 P1 33,78
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P2 14,8 15 P2 101,35
P3 17,6 11 P3 62,5
P4 / / P4 /
P5 17,6 8 P5 45,45
P6 12,8 11,9 P6 92,96
P7 / / P7 /
P8 / / P8 /
P9 12,8 9,9 P9 77,34
P10 14,9 9,8 P10 65,77
P11 14,9 10 P11 67,11
P12 14,5 5,7 P12 39,31
P13 14,5 9,7 P13 66,89
P14 12,4 13 P14 104,83
P15 12,4 8,7 P15 70,16
P16 10,9 10 P16 91,74
P17 / / P17 /
P18 / / P18 /
P19 10,9 11 P19 100,91
P20 13,8 6,9 P20 50

Tab. 7.24: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adhdrenz des Stammes SL

1344 fir alle Testsubstanzen

Mittelwert der Standard-

rel.Adhérenz abweichung
SZ2 51,33 2,1
SZ3 51,69 10,14
P1 54,48 19,15
P2 103,28 5,12
P3 74,87 11,31
P4 70,08 29,82
P5 60,87 19,11
P6 75,6 16,26
P7 33,21 12,95
P8 95,93 12,14
P9 62,97 31,39
P10 63,74 3,84
P11 63,33 11,9
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P12 53,82 13,38
P13 80,87 12,26
P14 66,77 35,6
P15 66,11 5,97
P16 72,98 18,93
P17 48,18 16,71
P18 62,2 10,83
P19 91,75 11,784
P20 45,45 16,51

Tab. 7.25: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des

Stammes SL 1344

Mittelwert der

Standard-
Kontrollwerte pro
L. abweichung
Biopsie
Reihe1:
Biopsie Ill/4 12,3 1,28
Biopsie 1V/2 6,62 1,33
Reihe2:
Biopsielll/4 18,03 3,28
Reihe3:
Biopsie 11l/4 13,91 1,88
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Abb. 7.9: Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte des Stammes SL 1344 in An-

und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Abb. 7.10: relative Adharenz des Stammes SL 1344 in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Anmerkungen zur Auswertung:

In der dritten Test-Reihe ergab sich bei der Auswertung die Schwierigkeit, dass

bei identischem Farbeprotokoll der Schnitt unter Zugabe der Prifsubstanz P10

sehr hell, und bei den Substanzen P16 und P20 sehr dunkel gefarbt war.

Weiterhin muss angemerkt werden, dass ab der dritten Test-Reihe die
Substanzen P4, P7, P8, P17 und P18 entfielen (siehe Material und Methoden

Teil).

7.1.6. Der Shigella flexneri Stamm M90T

Tab. 7.26: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes M90T

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ72 6,3 3,2 SZ2 50,79
SZ3 6,3 2,9 SZ3 46,031
P1 6,3 5,7 P1 90,47
P2 6,6 6,6 P2 100
P3 6,6 5,7 P3 86,36
P5 6,6 4,7 P5 71,21
P6 14,5 10,2 P6 70,34
P9 14,5 12,4 P9 85,51
P10 14,5 11 P10 75,86
P11 13 12,7 P11 97,69
P12 13 9,6 P12 73,84
P13 13 8,1 P13 62,3
P14 15,5 7,8 P14 50,32
P15 15,5 12,7 P15 81,93
P16 12,4 12 P16 96,77
P19 12,4 11,2 P19 90,32
P20 12,4 12 P20 96,77
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Tab. 7.27: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes M90T

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adhérenz in %
Kontrolle + Substanz

Sz2 12 7,2 SZ2 60

SZ3 12 5,6 SZ3 46,66

P1 12 11,7 P1 97,5

P2 13,2 13 P2 98,48

P3 13,2 14 P3 106,06

P5 13,2 12,1 P5 91,66

P6 9,3 8,8 P6 94,62

P9 9,3 7,2 P9 77,41
P10 9,3 7 P10 75,26
P11 10 8,7 P11 87

P12 10 12 P12 120

P13 10 51 P13 51

P14 12,4 8,2 P14 66,12
P15 12,4 13 P15 104,83
P16 12,4 11,1 P16 89,51
P19 16,2 15,5 P19 95,67
P20 16,2 10,3 P20 63,58

Tab. 7.28: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes M90T

mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adhérenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 15,6 7,9 Sz2 50,64
SZ3 15,6 6,9 SZ3 44,23
P1 15,6 14 P1 89,74
P2 13,1 11,6 P2 88,54
P3 13,1 10,9 P3 83,2
P5 13,1 9 P5 68,7
P6 16 12,7 P6 79,3
P9 16 15,8 P9 98,75
P10 16 13,9 P10 86,87
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P11 11,3 9,3 P11 82,3

P12 11,3 12 P12 106,19
P13 11,3 6,1 P13 53,98
P14 9,1 8,5 P14 93,4

P15 9,1 52 P15 57,14
P16 10,4 8,7 P16 83,65
P19 10,4 9,8 P19 94,23
P20 10,4 7,2 P20 69,23

Tab. 7.29: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adharenz des Stammes

MOOT fiir alle Testsubstanzen

Mittelwert rel. Standard-
Adhérenz abweichung

SZ72 53,81 5,35
SZ3 45,64 1,26
P1 92,57 4,28
P2 95,67 6,21

P3 91,87 12,38
P5 77,19 12,59
P6 81,44 12,27
P9 87,22 10,76
P10 79,33 6,53
P11 88,99 7,88
P12 100,01 23,68
P13 55,76 5,86
P14 69,95 21,79
P15 81,3 23,85
P16 89,98 6,57
P19 93,41 2,77
P20 76,52 17,75
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Tab. 7.30: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des
Stammes M90T

Mittelwert der
Standard-
Kontrollwerte pro
L. abweichung
Biopsie

Reihe1:

BiopsieX/1 11,14 3,7
Reihe2:

BiopsieX/1 11,94 2,14
Reiheg3:

BiopsieX/1 12,78 2,57

Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte
>

SEEMEC -RUMEC -PRMES -RiMEC -RiMis - ~EEMES- - ~EEMES —RUMES--TY

SzZ2  SZ3 P1 P2 P3 P5 P6 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P19 P20

L1 1]

O Shigella M90T Kontrolle Reihe1 B Shigella M90T + Substanz Reihe1
@ Shigella M90T Kontrolle Reihe2 B8 Shigella M90T + Substanz Reihe2
O Shigella M90T Kontrolle Reihe3 O Shigella M90T + Substanz Reihe3

Abb. 7.11: Mittelwert der adhéarierenden Bakterien pro Krypte des Stammes M90T in An-
und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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Abb. 7.12: relative Adhdrenz des Stammes M90T in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3

7.1.7. Der Citrobacter freundii Stamm 3009

Tab. 7.31: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 1. Test-Reihe des Stammes
Cf3009 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 1 Test-Reihe 1
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz

Sz72 14,5 16,9 SZ2 116,55
SZ3 14,5 8,3 SZ3 57,24

P1 14,5 12,5 P1 86,2

P2 15,1 9,3 P2 61,58

P3 15,1 17,3 P3 114,56
P5 15,1 15,8 P5 104,63
P6 27,5 21,9 P6 79,636
P9 27,5 241 P9 87,63
P10 27,5 22 P10 80
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P11 23,4 22,5 P11 96,15
P12 23,4 14,4 P12 61,53
P13 23,4 11,4 P13 48,71

P14 28,7 33 P14 114,98
P15 28,7 36,9 P15 128,57
P16 28,7 28,4 P16 98,95
P19 33,4 17,1 P19 51,19
P20 33,4 27,5 P20 82,33

Tab. 7.32: Absolutwerte und relative Adhdrenz in % der 2. Test-Reihe des Stammes
C£3009 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 2 Test-Reihe 2
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz
SZ2 31,5 12,5 SZ2 39,68
SZ3 31,5 29,2 SZ3 92,69
P1 31,5 28,9 P1 91,74
P2 33 28 P2 84,84
P3 33 49,1 P3 148,78
P5 33 28,6 P5 86,66
P6 36,5 15,5 P6 42,46
P9 36,5 29 P9 79,45
P10 36,5 18,1 P10 49,58
P11 38,8 41,6 P11 107,21
P12 38,8 65,5 P12 168,81
P13 38,8 38,5 P13 99,22
P14 17,8 39,6 P14 222,47
P15 17,8 38,3 P15 215,16
P16 17,8 28,9 P16 162,35
P19 36 26,3 P19 73,055
P20 36 52,1 P20 144,72
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Tab. 7.33: Absolutwerte und relative Adhéarenz in % der 3. Test-Reihe des Stammes
Cf3009 mit allen Testsubstanzen

Test-Reihe 3 Test-Reihe 3
Absolutwerte relative Adhéarenz in %
Kontrolle + Substanz

S22 37,3 11,6 SZ72 31,09
SZ3 37,3 16,2 SZ3 43,43

P1 37,3 20,1 P1 53,88

P2 445 34,6 P2 77,75

P3 445 39,6 P3 88,98

P5 445 32,7 P5 73,48

P6 32,2 20,8 P6 64,59
P9 32,2 28,4 P9 88,19
P10 32,2 41 P10 127,32
P11 29,3 10,5 P11 35,83
P12 29,3 24 P12 81,91

P13 29,3 15,2 P13 51,87
P14 30,7 37,3 P14 121,49
P15 30,7 30 P15 97,71

P16 30,7 26,1 P16 85,01

P19 33,4 23,8 P19 71,25
P20 33,4 31,2 P20 93,41

Tab. 7.34: Mittelwerte und Standardabweichung der relativen Adharenz des Stammes

Cf3009 fiir alle Testsubstanzen

Mittelwert der Standard-
rel.Adhérenz abweichung
SZ2 62,44 47,05
SZ3 64,45 25,41
P1 77,28 20,44
P2 74,73 11,92
P3 117,44 30
P5 88,26 15,63
P6 62,23 18,69
P9 85,09 4,89
P10 85,63 39,17
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P11 79,73 38,41
P12 104,08 56,97
P13 66,60 28,29
P14 152,98 60,26
P15 147,15 60,88
P16 115,4 41,22
P19 65,17 12,13
P20 106,82 33,28

Tab. 7.35: Mittelwerte und Standardabweichung der Kontrollwerte pro Biopsie des

Stammes Cf3009
Mittelwert der
Standard-
Kontrollwerte pro .
o abweichung
Biopsie

Reihe1:

BiopsieX/4 23,2 6,97
Reihe2:

BiopsieV/2 32,04 7,24
Reihe3:

BiopsieV/2 34,63 5,39
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Sz2  SZ3 P1 P2 P3 P5 P6 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P19 P20

OC.f. 3009 Kontrolle Reihe1 B C.f. 3009 + Substanz Reihe1
B C.f. 3009 Kontrolle Reihe2 B C.f. 3009 + Substanz Reihe2
OC.f. 3009 Kontrolle Reihe3 OC.f. 3009 + Substanz Reihe3

Abb. 7.13: Mittelwert der adhérierenden Bakterien pro Krypte des Stammes Cf3009 in An-
und Abwesenheit der Substanzen. Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3

relative Adharenz in %

Sz2 SZ3 P1 P2 P3 P5 P6 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P19 P20

\ @ Reihet B Reihe2 @ Reihe3

Abb. 7.14: relative Adhdrenz des Stammes Cf3009 in Anwesenheit der Substanzen.
Abgebildet ist der Vergleich der Test-Reihen 1,2 und 3
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