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Abklirzungsverzeichnis

| Abktrzungsverzeichnis (in alphabetischer Reihenfolge)

AS = Aggregation Substance

BS = Binding Substance

BSA = bovines Serum-Albumin

ELISA = enzyme linked immuno sorbent assay

HLR = high-level Resistenz

IRS = immune rabbit serum

KBE = koloniebildende Einheit

MHK = minimale Hemmkonzentration

MRSA = Methicillinresistente Staphylococcus aureus
MW = arithmetischer Mittelwert

NaCl = Natrium-Chlorid

NRS = normal rabbit serum

PBP = Penicillin bindende Proteine

PBS = phosphate buffered saline

Stabw = Standardabweichung

Stamm 1 = E. faecalis INY3000 pINY1801 (AS+/BS-)
Stamm 2 = E. faecalis INY3000 pWM401 (AS-/BS-)
Stamm 3 = E. faecalis OG1SSp pINY 1801 (AS+/BS+)
Stamm 4 = E. faecalis OG1SSp pINY401 (AS —/BS+)
TSB = Trypticase Soy Broth

TSA = Trypticase Soy Agar

VRE = Vancomycin-resistente Enterokokken




1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung von Enterokokken-Infektionen

1.1.1 Enterokokken-Infektionen — ein wachsendes Problem

Enterokokken sind Katalase-negative, Gram-positive, fakultativ anaerobe
Kokken, die urspringlich in der Lancefield-Klassifikation Streptokokken der
Gruppe D zugeordnet wurden [1]. Auf Grund genetischer Abweichungen zu
Streptokokken werden Enterokokken heutzutage als eigene Gattung gezahit [2,
3]. Enterokokken kommen physiologischerweise im Darmtrakt von Menschen
und Saugetieren vor. Sie verursachen u.a. Infektionen des Urogenital-Traktes,
Bakteriamien und Endokarditiden [1, 2, 4]. Haufig werden sie auch aus
Abstrichen im Rahmen polymikrobieller Infektionen des Abdomens, des
Beckens, der Gallenwege und aus Wunden isoliert. Besondere klinische
Relevanz als humanpathogene Keime kommt hierbei insbesondere den
Spezies Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zu. In bis zu 70% der
Infektionen konnte Enterococcus faecalis als Erreger bestimmt werden, wobei
in den letzten Jahren die Zahl der nosokomialen Infektionen mit Enterococcus

faecium zugenommen hat [2].

1.1.2 Epidemiologie von Infektionen b ei Intensivpatienten

In den letzten Jahren wurden zunehmend Enterokokken als Erreger bei
schweren Infektionen bei Neugeborenen, Immunsupprimierten und
Intensivpatienten beschrieben. In der EPIC-Studie (European Prevalence of
Infection in Intensive Care) lagen bei 44,8 % der Intensivpatienten Infektionen
vor, die in der Uberwiegenden Zahl als nosokomial klassifiziert wurden [5]. Am

haufigsten fanden sich Pneumonien (46,9 %), gefolgt von anderen Infektionen
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der unteren Atemwege (17,8 %) und Harnwegsinfektionen (17,6 %). Als
nachstes folgten Septikdmien (12 %), Wundinfektionen (6,9%) und
Infektionen im Hals-Nasen-Ohren-Bereich (5,1 %) [5].
Die meisten Patienten hatten nur eine Infektion, bei 25,6 % der Patienten
fanden sich jedoch zwei oder mehrere Infektionen. Wéahrend die Bedeutung von
Enterokokken bei Pneumonien fraglich ist, wurden sie bei Harnwegsinfekten mit
14,8 % an vierter Stelle, bei Wundinfektionen mit 18,2 % an dritter Stelle und
bei Bakteriamien mit 10,9 % ebenfalls an dritter Stelle beschrieben.

Am wichtigsten in den letzten Jahren stellte sich die Zunahme der
Enterokokken als Bakteridmie-Erreger insbesondere bei Intensivpatienten
heraus [4, 6-8]. So wurde von Maki und Aggers im Zeitraum von 1982 — 1983
eine Verdreifachung von Enterokokken-Bakteriamien im Vergleich zum
Zeitraum von 1970 — 1973 beobachtet [4]. Wurden im Zeitraum von 1986 —
1997 noch in 12,8 % der Bakteridmien Enterokokken als Erreger gefunden [6],
so zeigte die Analyse des ,National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)*
von Richards im Zeitraum von Januar 1992 bis Juli 1997 schon in 16 % der
Septikamien Enterokokken als Ursache. Damit liegen sie an Platz 2 aller
Infektionen auf Intensivstationen [9].

Passend zu diesen Zahlen fand sich auch eine Zunahme der Letalitat bei
Enterokokken-Bakteriamien. Die Studie von Landry et al. 1989 beschrieb eine
Letalitat von 43 %, gegenuber 12 % in der Vergleichsgruppe. Die
Gesamtletalitat der Enterokokken-Bakteriamien betrug zwischen 33% und

68 % [7]. Murray beschrieb im Jahr 2000 eine Letalitat von bis zu 40 % [8].

Bei den in den letzten Jahren zunehmenden Infektionen mit Vancomycin
resistenten Enterokokken (VRE) betrug diese sogar bis zu 100 % [10]. Bei
Patienten die eine Infektion mit VRE Uberlebten, verdoppelte sich die

Verweildauer im Krankenhaus [7].
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Weiterhin  wurden zunehmend Enterokokken als Erreger von Infekten im
Urogenitalbereich und bei Wundinfektionen, insbesondere im Rahmen
polymikrobieller Infektionen, isoliert [4-6, 8, 9]. Diese spielen jedoch in Hinsicht

auf die Letalitat eine untergeordnete Rolle.

1.1.3 Risikofaktoren fir VRE — Bakteriamien

Nosokomiale Infektionen treten bei 44,8 % der Intensivpatienten auf [5]. Eine
Ursache dafir liegt darin, dass das betroffene Parientenkollektiv hier aus
schwerstkranken, teils immunkompromittierten Patienten und Patienten mit
Malignomen besteht. Die Studie von Garbutt et al. [11] beschéaftigte sich mit
besonderen Risikofaktoren fur E. faecium — Bakteriamien. So waren die
Patienten, die eine E. faecium — Bakteriamie entwickelten schwerkrank
(APACHE-II Score 18,8), hatten lange Liegezeiten im Krankenhaus (MW = 15,8
Tage), lagen auf der Intensivstation (57 %), waren maschinell beatmet (49 %)
oder wurden mit mehreren Antibiotika behandelt (MW = 5,2) [11].

Risikofaktoren fir einen Vancomycin-Resistenzanstieg waren weibliches
Geschlecht, lange Krankenhausliegedauer, Aufenthalt auf der Intensivstation
vor Auftreten der Bakteridmie, Behandlung mit unterschiedlichen Antibiotika
oder Medikamenten zur Hemmung der Magensaureproduktion, Aufnahme nach
1995, enterale Erndhrung, zentral-vendse Katheterisation und der Schwere der
Grunderkrankung [11, 12]. Im Rahmen einer Multivarianz-Analyse von Garbutt
et al. 1999 wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Vancomycin
resistenten und —sensiblen Enterokokken beziiglich der Letalitat gefunden [11].
Shay et al. identifizierten vier Hauptrisikofaktoren fur Enterokokken
Bakteriamien. So wurde die Progression der Grunderkrankung, Vancomycin
Behandlung bei malignen hématologischen Erkrankungen oder nach
Knochenmarkstransplantation, Mukositis und  Antibiotika-Therapie auf

onkologischen Stationen [13, 14] beschrieben.




1. Einleitung

Eine besondere Rolle spielt die vorhergehende antibiotische Behandlung [13,
15-23], insbesondere mit Glycopeptiden [24]. Aber auch Hamodialyse,
vorhergehende Therapie mit Kortikosteroiden oder antineoplastischen
Medikamenten, ein vorhergehender chirurgischer Eingriff, Tracheotomie und
jede Art der Punktion scheinen eine VRE-Bakteriamie zu begunstigen [24].
Andere Studien zeigten, dass eine AIDS-Erkrankung, positiver HIV-Status,
Drogenmissbrauch, Lebertransplantation, Serum-Kreatinin-Werte > 1,1 mg/dl
[25], Blasenkatheter [26], Neutropenie [27] und die Anwesenheit eines anderen
Patienten mit VRE-Infektion [28] das Auftreten einer Enterokokken-Bakteriamie

beglnstigen (siehe auch Tabelle 1).

Pradisponierende Faktoren filr nosokomiale Bakteridmien (modifiziert nach Landry et.al):
Antibiotika
Katheter
arteriell
ZVD
Hickman
Arteria pulmonalis
Arteria umbilicalis
Vena umbilicalis
Blasenverweilkatheter
Hamodialyse
Immunsuppression
i.v. Pyelogramm
multiple Bluttransfusionen
Magensonde
andere Infektionen
Peritonealdialyse
Bestrahlungstherapie
Intubation

Tabelle 1: pradisponierende Faktoren fiir nosokomiale Bakteramien
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1.1.4 Antibiotika-Resistenz

Enterokokken stellen eine besondere Herausforderung auf Grund ihrer
natirlichen intrinsischen und ihrer zunehmend erworbenen Resistenz
gegenuber einer Vielzahl von Antibiotika dar. Einige klinische Isolate sind
mittlerweile resistent gegeniber b-Lactam-Antibiotika und Glycopeptiden.
Weiterhin sind alle Enterokokken resistent gegentber niedrig-dosierten
Aminoglykosiden [1, 12, 29]. E. faecalis zeigt eine 10-100 fach hohere minimale
Hemmkonzentration (MHK) gegentuber Penicillin (2-8 ng/ml) als die meisten
anderen Streptokokken. Bei E. faecium ist diese mit 16-32 ng/ml noch hoher [1].
Um eine bessere bakterizide Wirkung bei der Bekd&mpfung ernsthafter
Enterokokkern+Infektionen zu erreichen, ist die Kombination einer
zellwandaktiven  Substanz, eines b-Lactam-Antibiotikums oder eines
Glykopeptids mit einem Aminoglykosid sinnvoll [4, 30, 31]. Viele Stamme haben
eine high-level Resistenz (HLR) gegenuber Aminoglykosiden erworben (MHK >
2000 ng/ml). Diese verhindert den synergistischen Effekt bei der
Kombinationsbehandlung von Enterokokken-Infektionen. In den 70er Jahren
wurde erstmals tGiber HLR gegen Streptomycin berichtet [1, 32].

1979 berichteten Horodniceanu et al. erstmals von HLR bei Enterokokken
Isolaten gegenliber Gentamicin [1, 33]. 1983 wurde das erste Auftreten dieser
Isolate in den Vereinigten Staaten beschrieben [1]. In den né&chsten
Jahrzehnten kam es zu einem teils dramatischen Anstieg der Pravalenz in
verschiedenen Gebieten der Welt [1, 34-36]. Genauso wie bei der Resistenz
gegenuber  Streptomycin  wird auch hier der Synergismus einer
Kombinationsbehandlung ausgeschaltet. Das Gen, das diese Resistenz codiert,
besitzt dieselbe DNA Sequenz, wie das Gen, das Gentamicin-Resistenz bei
Staphylococcus aureus [1, 37, 38] bewirkt. Dieses befindet sich auf

heterogenen Plasmiden [1, 36, 39].




1. Einleitung

Besonderes Augenmerk gilt den Vancomycinresistenten Enterokokken (VRE).
Diese wurden erstmals 1988 in Europa beschrieben [40]. Verschiedene Studien
von 1990 bis 1997 haben einen Anstieg dieser und anderer
Resistenzentwicklungen gezeigt. Bei den VRE kam es in diesem Zeitraum zu
einem Anstieg der Pravalenz von < 1 % auf ca. 15 % [41-43].

Verschiedene Vancomycin-resistente Phanotypen wurden identifiziert, darunter
van A, van B und van C. Alle 3 Phénotypen zeigen die Resistenz gegen
Vancomycin, jedoch unterschiedliche Resistenzen gegenuber Teicoplanin [1,
44-47]. Am haufigsten besteht Vancomycin-Resistenz bei E. faecium. Am
haufigsten finden sich diese Isolate [41, 43, 48] bei immunkompromittierten und
schwerstkranken Patienten, wie sie auf Intensivstationen zu finden sind.
Dariiberhinaus finden sich zahlreiche andere Resistenzen bei Enterokokken. So
findet sich b-Lactamase-vermittelte Resistenz (< 0,1 %), Ampicillin-Resistenz
(> 80 % bei E. faecium, < 5 % bei Enterococcus faecalis) auf Grund veranderter
Penicillin-bindender Proteine (PBP) und high-level Aminoglykosid-Resistenz
(zwischen 30 — 60 %) [49]. Haufig sind Enterokokken-Spezies resistent gegen
Makrolide, Fluoroquinolone, Tetrazykline und Carbapeneme [41, 42, 50].
Enterococcus faecalis verursacht ca. 60 % der nosokomialen Septikédmien. Im
.ourveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance
(SCOPE)” Programm wurde gezeigt, dass diese nur mit einer geringen Rate
von Resistenz gegen Vancomycin, Teicoplanin, Penicillin und einer etwas
hoheren Rate an Resistenz gegen Gentamicin einhergeht. Auch zeigt sich

E. faecalis resistent gegenuber Quinupristin-Dalfopristin. Eine mogliche
Alternative bietet hier Linezolid, jedoch sind auch hier schon Resistenzen
beschrieben [51].

E. faecium ist in ca. 20 % verantwortlich fir nosokomiale Septikamien. Diese
sind jedoch in weit héherem Mafe mit Vancomycin-, Teicoplanin-, Penicillin-
und high-level Gentamicin-Resistenzen behaftet. Mehr als 85 % von E.

faecium-Isolaten zeigen eine Resistenz gegen Penicillin, mehr als 50 % haben

10
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eine highlevel Gentamicin-Resistenz. E. faecium zeigt sich jedoch meist
sensibel gegenuber Quinupristin-Dalfopristin  [51]. Das hoéchste Mald an
Resistenz zeigt E. raffinosus. Dieser Keim wird jedoch nur selten als Erreger
isoliert [41, 50].

1.2 Aggregation Substance als Target bei E. faecalis

1.2.1 Rolle der Aggregation Substance bei der Konjugation

Ein wichtiger Virulenzfaktor von E. faecalis ist die Aggregation Substance (AS).
Enterokokken besitzen verschiedene Plasmide und konnen diese durch
Konjugation an Plasmid-negative Stamme weitergeben. Fir einige Plasmide,
den sog. ,sex pheromone responsive plasmids”, existiert ein spezielles
Austauschsystem, welches mit einer Klumpungsreaktion der Bakterien
einhergeht. Dieser Austausch ist um ein vielfaches effektiver als beim
Austausch anderer Plasmide. Die ,Sex Pheromone* werden von Plasmid-
negativen Stammen sezerniert und von Plasmid-positiven Spenderzelle Uber
ein Lipoprotein an der Zelloberflache wahrgenommen [52, 53]. Die AS wird
exprimiert, und es kommt zu einem engen Zellkontakt zwischen Donorzelle und
der Binding Substance (BS) der Empfangerzelle. Dies ist im Nahrmedium als
Klumpung zu beobachten. Nach Abschluss der Konjugation wird ein weiteres
Protein exprimiert, um den Vorgang abzuschlieRen. Ein Plasmid-Austausch
zwischen Donorzellen wird auf diesem Wege verhindert [54-56]. Dieses ,Sex
Pheromone* System ist einzigartig fur E. faecalis [57].

Die AS besteht aus 1296 Aminosauren mit bekannter Sequenz. Der Gen-Locus
wurde auf dem pAD1-Plasmid identifiziert und ist mit hoher Homologie auf
weiteren Plasmiden zu finden. Der Gen-Locus der BS befindet sich auf dem
Enterokokken-Chromosom. Die Struktur ist nicht bekannt, aber es wird

vermutet, dass Lipoteichonsauren als Bindungsstellen fungieren [57-59].

11
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Die Untersuchung Klinischer E. faecalis-Isolate bei Endokarditiden ergab eine
Inzidenz der AS von 52 %, bei anderen Infektionen waren es 72 % gegenuber

30 % bei gesunden Freiwilligen [60].

1.2.2 AS und Gewebeadhéarenz

AS spielt aul3erdem eine wichtige Rolle bei der Adharenz an eukaryonte Zellen
[61]. Kreft et al. zeigten, dass die AS Substance ein wichtiger Faktor bei der
Bindung an Tubuluszellen der Niere im Schweinemodell darstellt. Hier fand eine
Enterokokken-Mutante Verwendung, die durch Insertion eines Transposons im
Regulations-Gen konstitutiv in hohem Mal3e AS exprimierte. Ob dies auf einer
spezifischen Interaktion der AS mit den Tubuluszellen, oder auf einer
unspezifischen Bindung einer einzelnen E. faecalis-Zelle mit konsekutiver
Adhasion weiterer Zellen beruhte, blieb letztendlich unklar [62]. Auch bei
experimentell erzeugten Endokarditiden fuihrte das Vorhandensein der AS und
BS zum Tod der Tiere und zur Vergrof3erung endokardialer Vegetationen [63].

Bei der Entschlisselung der Aminosaure-Sequenz fielen RGD-Motive auf (Arg-
Gly-Asp, RGD-Motiv). Dieses RGD-Motiv ist gut vom Fibronektin bekannt, wo
es Bindungen Uber eine Rezeptorfamilie eukaryonter Zellen, den Integrinen,
vermittelt [64]. Diese Integrine werden auf Leukozyten, Thrombozyten, Endothel

des Herzens und Epithelium des Intestinaltraktes exprimiert [65-69].

1.2.3 AS als Zielstruktur fir Antikoérper

Antikorper gegen das N-terminale und das C-terminale Ende der AS wurden
bisher nur zur Charakterisierung und elektronenmikroskopischen Darstellung
verwendet [56, 70]. Hirt et al. konnten mit Hilfe von Antikdrpern zeigen, dass die
N-terminale Domane der AS mehr auf der Oberflache der Zelle exprimiert wird

als die C-terminale [70].

12
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Muscholl-Silberhorn beschrieb die Rolle der beiden Doménen bei der Zell-
Aggregation. Dabei konnten Antikorper gegen die N-terminale Domane die
Aggregation der Enterokokken untereinander verhindern, wahrend dieser Effekt
bei Antikbrpern gegen die C-terminale Doméane nicht zu beobachten war [61].
Es wurde bisher nicht untersucht, ob Antikérper gegen AS eine opsonisierende

Wirkung besitzen.

1.3 Virulenzfaktoren und Tiermodelle

Neben AS sind in der Literatur noch weitere potenzielle Virulenzfaktoren von
Enterokokken beschrieben [71, 72]. Die Rolle von AS, Cytolysin, Gelatinase
und deren Synergismus wurden von Dupont et al. untersucht. Als Modell einer
systemischen Infektion wurden weiblichen OF1-Mausen verschiedene
Enterococcus faecalis - Stamme intraperitoneal injiziert. Bei mannlichen
Sprague-Dawley Ratten wurde eine lokale Entzindung des Peritoneums
erzeugt. Die hochste Letalitat wurde bei Mausen beobachtet, die mit Cytolysin
produzierenden Stammen inokuliert wurden [73]. Dies wurde zuvor von lke et
al. beschrieben [74]. Gelatinase erhohte die Letalitdt und senkte die LDso auf

68 % im Mause-Modell. Im Ratten-Modell zeigte Gelatinase nur eine geringe
Pathogenitat. So kam es hier zu mafRigem Gewichtsverlust und einer milden
peritonealen Reaktion. AS-exprimierende Stamme beeinflussten die Letalitat
bei Mausen kaum. Die adhésive Wirkung [62, 68, 69] der AS wurde im Ratten
Modell nicht beobachtet.

Die Kombination zweier Virulenzfaktoren (Cytolysin und AS bzw. Gelatinase
und AS) zeigte interessante Ergebnisse. Das gemeinsame Auftreten von
Cytolysin und AS fihrte zur niedrigsten LDspy im Mause-Modell. Der
Mechanismus blieb jedoch unklar. Dieser synergistische Effekt wurde schon in
einer frheren Arbeit beschrieben [63]. Die Kombination von AS und Gelatinase

zeigte keine gesteigerte Pathogenitat der Keime. Im Ratten-Modell war der
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Effekt der Kombination gering, die inflammatorische Gewebereaktion jedoch

gesteigert.

1.3.1 Endokarditis in Kaninchen-Modellen

Zahlreiche Arbeiten haben gezeigt, dass Hamolysin ein wichtiger Virulenzfaktor
in Tiermodellen ist, so z.B. bei Peritonitis, Endophthalmitis und Endokarditis bei
Kaninchen [56, 60, 62, 63, 68]. Chow et al. haben sich mit dem Vorhandensein
von AS und Hamolysin im Endokarditismodell mit Kaninchen beschéftigt [63].
Den Tieren wurde ein Katheter tGber die A. carotis bis zur Aortenklappe gelegt
und spéter tber eine periphere Vene mit unterschiedlichen E .-faecalis-Mutanten
infiziert. Verwendet wurde E. faecalis FA2-2 (ohne Plasmid ) und FA2-2 mit
Plasmid pAD1 (Hamolysin und AS), pAM9058 (Hamolysin inaktiviert ) und
pAM944 bzw. pAM947 (AS-Exprimierung inaktiviert) [75]. Alle Mutanten waren
in der Lage, eine Endokarditis zu verursachen. Das mittlere Gewicht der
bakteriellen Vegetationen war bei den Tieren, welche die AS-exprimierende
Mutanten (AS +) erhielten signifikant hoher (p<0,01) als bei denen, die AS-
negative Mutanten (AS -) erhielten. Darlberhinaus war die Letalitat bei den
Tieren, die mit FA2-2 mit pAD1 infiziert wurden, also Hamolysin produzierten
und AS exprimierten, signifikant erhdoht gegentber den anderen Mutanten
(p<0,01). Das Vorhandensein der AS allein und das gemeinsame Auftreten von
AS mit Hamolysin-Produktion erschienen hier als wichtige Virulenzfaktoren bei
Enterokokken-Endokarditiden [63].

Die Studie von Schlievert et al. [76] untersuchte die Rolle von Enterokokken-AS
und EnterokokkenBS bei Endokarditiden im Kaninchenmodell. Verwendet
wurden die E. faecalis Mutanten INY3000 pwWM401 (AS-/BS-), OG1SSp
pINY401 AS—/BS+), INY3000 pINY1801 (AS+/BS-) und OG1SSp pINY1801
(AS+/BS+) [56, 58, 77].

Den Kaninchen wurden die Enterokokken intraventrikular injiziert und die Tiere
2 Tage beobachtet. Tiere, welche AS—/BS— Enterokokken erhielten,
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entwickelten keine klinisch sichtbaren Krankheitszeichen, wie Fieber (> 40 °C),
Diarrhoe oder Urinverfarbungen. Alle Tiere Uberlebten. Tiere, die die AS-/BS+
Organismen erhielten, zeigten alle o.g. klinischen Krankheitszeichen.
Zuséatzlich wurde eine Perikarditis bei Autopsie der Kaninchen festgestellt.
Eines von sechs Kaninchen starb wahrend der 2-tdgigen Inkubation. Dieselben
klinischen Zeichen, sowie die Perikarditis, zeigte sich bei den Kaninchen, die
AS+/BS— Enterokokken erhielten.

Ein anderes Bild zeigten Kaninchen, die Enterokokken mit AS und BS erhielten
(AS+/BS+). Alle Kaninchen zeigten Krankheitszeichen und gingen wahrend
des Beobachtungszeitraumes ein [78, 79]. In vitro Versuche zeigten, dass
sowohl Kaninchenlymphozyten als auch menschliche Lymphozyten durch
AS+/BS+ Organismen stark stimuliert wurden [78-80]. Im Gegensatz dazu
verursachten die AS—/BS— Organismen nur eine schwache Lymphozyten
Proliferation.

Zusatzlich wurden Katheter-Versuche an Kaninchen durchgefihrt. Die Tiere
erhielten fir 2 h einen transaortalen Katheter [63, 81]. Zwischendurch wurden
die Enterokokken injiziert. Wahrend die Tiere, die AS—-/BS— Organismen
erhielten, keine endokardialen Vegetationen oder Gewebeschéaden zeigten,
fanden sich bei den Kaninchen die AS-/BS+ oder AS+/BS— Organismen
erhielten, kleine Vegetationen und sie entwickelten eine Splenomegalie. Alle
Tiere, die AS+/BS— Organismen erhielten, hatten ausgedehnte endokardiale
Vegetationen, hatten eine Splenomegalie und zeigten aul3erdem einen Befall
der Lunge bei der Autopsie [76].

Zusammenfassend zeigen die Tierversuch die wichtige Rolle verschiedener
Virulenzfaktoren und deren Synergismus. Insbesondere die wichtige Rolle der

AS und der BS konnte gezeigt werden.
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1.3.2 Translokation von E. faecalis aus dem Intestinaltrakt im
Mause-Modell

Kruger et al. [82] beschéftigten sich mit dem Mechanismus der Translokation
von E. faecalis aus dem IntestinalTrakt in die Blutbahn. 6-8 Wochen alte,
weibliche balb/c Mause wurden 7 Tage lang mit Metronidazol, Cefoxitin,
Vancomycin und Gentamicin als Trinkwasserzusatz behandelt. Je 10 Mause
erhielten wahrend der 10 folgenden Tage einmalig 10 KBE/ml der schon weiter
oben beschriebenen Enterokokken-Mutanten (AS—-/BS—, AS+/BS—, AS-/BS+,
AS+/BS+). Zugefuhrt wurden diese ebenfalls enteral Gber das Trinkwasser. Die
Kontrollgruppe erhielt AS+/BS+ Enterokokken ohne vorherige antibiotische
Behandlung. Nach Ablauf der 10 Tage wurden die Mause euthanasiert und
Leber, Milz und mesenteriale Lymphknoten wurden unter aseptischen
Bedingungen enthommen.

Bei den Mausen der Antibiotika-Gruppe fanden sich keine Anaerobier und
Enterobacteriacea in Faeces. Alle waren mit 10° KBE/g Enterokokken in
Faeces kolonisiert. Hier fanden sich in 60 — 90 % Enterokokken in den
mesenterialen Lymphknoten gegeniber 20 % in der Kontrollgruppe als Zeichen
der Translokation aus dem Intestinum. In 14 % der Lebern und 10 % der Milzen
wurden ebenfalls Enterokokken isoliert.

Dies zeigte, dass orale Antibiotika, die gegen Anaerobier wirksam sind eine
Kolonisierung durch Enterokokken begulnstigt, die wiederum zur extra-
intestinalen Translokation fuhren kann. Eine besondere Rolle von AS oder BS
konnte hier nicht gefunden werden [82]. Die Studie von Sartingen bestatigte
dies [83].
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1.4 Immuntherapeutische Ansatze

Immuntherapeutische  Methoden, insbesondere passive und aktive
Immunisierungen, bieten eine echte Alternative zu den konventionellen
Therapien mit Antibiotika.

Huebner et al. [84] haben eine wichtige Zielstruktur fir opsonierende Antikorper
identifiziert. Antikbrper gegen ein kapsulares Polysaccharid (Lipoteichonséaure)
von E. faecalis 12030 zeigten passive Protektion im Mause-Modell. Diese,
durch Kaninchen-Antikbrper erzeugte Protektion war ebenfalls wirksam
gegenuber verwandten Stadmmen. Adsorptionsversuche zeigten, dass die
Inkubation von immunisierten Kaninchen mit E.-faecalis-Stammen ohne das
kapsulare Polysaccharid auf der Oberflache den protektiven Effekt des Serums
nicht abschwéchte oder eliminierte. Dagegen zeigte die Adsorption des Serums
mit E. faecalis 12030 eine Aufhebung der Protektion. Wichtig war auch die
Tatsache, dass die Antikorper in der Lage waren, die Zahl der Bakterien im
befallenen Gewebe bei vorbestehender Infektion zu reduzieren. Bei diesen
Versuchen wurde als Erfolgskontrolle der Immunisierung lediglich der
Enterokokkenbefall pro Gramm Organgewebe untersucht. Ein Kklinischer
Parameter, wie ein Gewichtsverlust als Zeichen der Sepsis wurde hier nicht
untersucht.

Die meisten immuntherapeutischen Ansétze richteten sich bisher gegen die
Virulenzfaktoren der Enterokokken, wie Hamolysin, AS und BS [63, 71, 85, 86].
Kapsulare Polysaccharide und Lipoteichonsdure als Antigen wurden schon
friher beschrieben [87, 88]. Die Immunantwort dieser Antigene und deren
Verwendung als Vakzine wurden nur selten untersucht [84].

Die meisten Antikorper, die in vivo zur Elimination lebender Bakterien fuhren,
zeigten eine komplementvermittelte Immunantwort. Dabei schien die
Komplementantwort mit Aktivierung neutrophiler Granulozyten eine wichtige

Rolle zu spielen. Antikorper waren nur von untergeordneter Rolle [89-91].
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In der Studie von McCormick et al. wurden Immunisierungsversuche im
Endokarditismodell durchgefihrt, die nur gegen einen Teil von AS gerichtet
waren. So wurden Kaninchen gegen das Nterminale Teil der AS immunisiert
und so opsonierende Antikorper gebildet. Ein protektiver Effekt im
Endokarditismodell konnte nicht gezeigt werden. Das Problem bei dieser Arbeit
war, dass das N-terminale Ende der AS auf den Herzklappenvegetationen nicht
zugéanglich fur die opsonierenden Antikorper war [94].

Die Studie von Gaglani et al. beschéftigte sich mit E.-faecalis-spezifischen
Antikorpern, die ein neutrophiles Killing férdern. Darin wurde beschrieben, dass
eine zusatzliche Therapie mit spezifischen Antikdrpern gegen Enterokokken-
Antigen die Immunantwort bei Enterokokken-Infektionen verbessern kann [92].
Dies wurde durch die Studie von Huebner et al. 2000 bestétigt [84]. Zusatzlich
zur komplementvermittelten Elimination durch opsonisierende Antikorper fuhrte
das kapsulare Polysaccharid von E. faecalis 12030 zu einer Induktion der
Antikorperbildung bei Mausen [84]. Das hier verwendete Modell einer
vorbestehenden Infektion zeigte eine signifikante Reduktion der Bakterienlast in
Leber, Milz und Nieren bei Mausen, die immunisiertes Kaninchenserum gegen
das kapsuléare Polysaccharid erhielten, gegentber Mausen, die nicht-immunes
Kaninchenserum erhielten. Wie schon oben beschrieben fand sich zusatzlich
Protektion gegen E. faecalis OG1Rf und zwei Vancomycinresistenten E.-
faecium-Stamme [93].

In einer anderen Studie wurde die Rolle von Antikdrpern, Komplementsystem
und deren Interaktion mit neutrophilem Killing von Bakterien bei 11
Enterokokken-Stammen untersucht. Die bakterizide Aktivitdt gegen
Enterokokken war unbeeinflusst gut, aber stark herabgesetzt nach
Hitzeinaktivierung des Komplements im Serum. Bei Testung der Enterokokken-
Stamme mit Serum ohne Gammaglobulin oder Serum mit C4-Mangel fihrte
dies zu einem bakteriziden Effekt durch neutrophile Granulozyten von bis zu

90 %. Spezifische Antikérper gegen Enterokokken verstérkten diesen Effekt.

Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass eine durch neutrophile Granulozyten
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verursachte Abtdétung von Enterokokken in erster Linie durch das
Komplementsystem vermittelt wird und spezifische Antikdrper eher eine
untergeordnete Funktion haben. Ein verstarkender Effekt der Antikérper auf das

Immunsystem, war jedoch zu beobachten [91]

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Enterokokkeninfektionen stellen somit ein immer gréRer werdendes Problem
dar und ihre Therapie stof3t schon heute auf immer mehr Hindernisse. Auf
Grund dessen wollen wir untersuchen, ob Antikdrper gegen den mutmalilichen
Virulenzfaktor AS eine Effekt haben. Hierzu sollen folgende Fragestellungen
bearbeitet werden:

1. Gibt es Unterschiede in der Organpersistenz der Enterokokken-Stamme
E. faecalis INY3000 pINY1801 (Phanotyp AS+/BS-) und INY3000
pWM401 (Ph&notyp AS-/BS-) ?

2. Kann durch passive Immunisierung die Bakterienlast in den einzelnen
Organen nach Infektion mit E. faecalis INY3000 pINY1801 (AS+/BS-)
oder E. faecalis INY3000 pWM401 (AS—/BS-) reduziert werden ? Hierzu
soll ein vorbeschriebenes Tiermodell mit weiblichen balb/c M&ausen
verwendet werden und bzgl. der Messung des Gewichtsverlustes
wéhrend der Infektion erweitert werden.

3. Kann eine aktive Immunisierung die Bakterienlast in den Organen nach
Infektion mit E. faecalis INY3000 pINY1801 (AS+/BS-) oder E. faecalis
INY3000 pWM401 (AS—/BS-) reduzieren ? Auch hier benutzen wir ein
vorbeschriebenes Tiermodell mit weiblichen balb/c Mausen, erganzt um
die Messung des Gewichtsverlustes der Tiere.

In allen Teilen wird die Immunreaktion der Wirtstiere (Kaninchen bzw.
Méauseantikorper) auf ASA1 mittels IgG - bzw. IgM-Titer Bestimmung im ELISA

untersucht.
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2 Material und Methoden

Samtliche Materialien, Reagenzien und Rezepturen sind im Anhang in Kapitel

5.1 und 5.2 zusammengestellt.

2.1 Methoden
2.1.1 ELISA

Beschichten der Assay-Platten:

Zur Messung der Antikorper-Titer bei den Versuchstieren wurden ELISA-Platten
hergestellt. Lyophilisierte AS wurde im Rahmen einer hematisch verknipften
Doktorarbeit aufbereitet und fur die Versuche freundlicherweise von Markus
Escher zur Verfigung gestellt.

24 Stunden vor Beginn des ELISAs wurde die Assay-Platte beschichtet. Dazu
wurde die lyophilisierte Aggreationssubstanz in 1 ml Sensitizing Puffer
aufgeldst. Der Proteingehalt dieser Losung wurde mit Hilfe des LOWRY-Tests
(s.u.) bestimmt. Es wurde so weit verdinnt, bis man eine Konzentration von

1 mg AS / 1 ml Sensitizing Puffer erhielt. Von dieser Proteinlésung wurden 12 i
mit 12 ml Sensitizing Puffer versehen, danach gut geschiuttelt. Die Assay-Platte
wurde dann mit 100 m pro Loch beflllt und 24 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Um ein Austrocknen der Platte zu verhindern, wurde sie in einem fest
verschliel3baren Behalter mit feuchten Papierttichern (Wet Chamber) gelagert.
Nach 24 Stunden Inkubation wurde der Inhalt der Platte verworfen, die Platte
auf Papiertichern trockengeklopft und schlielich mit einer Abdeckfolie
verschlossen. Aus praktischen Grinden wurde immer eine gro3ere Anzahl von

Platten beschichtet und diese bei—-20 °C gelagert.
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Ablauf des ELISA:
Zu Beginn wurden 200 mi Magermilch ohne TWEEN 20 pro Well pipettiert und
1 Stunde bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert. Um ein Austrocknen zu
verhindern, wurde die Platte in einer feuchten Kammer gelagert. Danach wurde
der Assay 3 Mal im ELISA-Washer mit PBS + Calcium gewaschen, dann 100 ni
verdinnte Testseren pro Loch pipettiert (1. Antikdrper). Als Kontrolle lief immer
ein sicher positives, ein sicher negatives Kontrollserum, sowie Magermilch zur
Festlegung des Schwellenwerts mit. Jede Verdinnungsstufe wurde in 2 Wells
pipettiert. Dann folgte wieder 1 Stunde Inkubation bei 37 °C. Die
Verdunnungsreihen der zu prifenden Seren wurden wahrend der ersten Stunde
Inkubation hergestellt. Je nach verfugbarer Menge des Serums wurde eine
1:25, 1:50 oder 1:100 Ausgangsverdiunnung erzeugt. Verdinnt wurden die
Seren mit Magermilch mit TWEEN 20. Da meistens nur geringe Mengen des
Serums zur Verfigung standen, wurden die Verdlunnungsreihen
folgendermalRen hergestellt:
1:25 Verdinnung: 480 m Magermilch + 20 m Serum
1:50 Verdinnung: 250 m der 1:25 Verdinnung + 250 m Magermilch
1:100 Verdlnnung: 250 m der 1:50 Verdinnung + 250 m Magermilch
1:200 Verdinnung: 250 m der 1:100 Verdinnung + 250 m Magermilch
etc.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Assay-Platte erneut 3 Mal mit PBS +
Calcium gewaschen.
Danach wurde der 2. Antikorper pipettiert: 100 m einer 1:1000 Verdinnung pro
Loch. Verdinnt wurde wieder mit Magermilch mit TWEEN 20. Als Antikdrper
wurde je nach zu testendem Serum bzw. Immunglobulin anti-rabbit 1gG, goat-
anti-mouse 1gG oder goatanti-mouse IgM verwendet. Es folgte wieder 1 Stunde
Inkubation bei 37 °C, dann dreimal Waschen mit PBS plus.
Zum Schluss wurden von 100 m Enzymlésung pro Loch dazu pipettiert (15 mg

p-Nitrophenyl-Phosphat in 15 ml Substrate Puffer).
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Abgelesen wurde der ELISA nach 30 und 60 Minuten bei einer Wellenlange von
405 nm. Als Titer z&hlten Werte oberhalb der optischen Dichte von 0,25, was
einem 2,5-fachen des Schwellenwerts entsprach. Der exakte Wert wurde durch
die Berechnung des Schnittpunktes der linearen Regressionsgeraden mit

y = 0,25 bestimmt (EXCEL) (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Beispiel einer Titerberechnung mit Hilfe der Regressionsgeraden (EXCEL)

2.1.2 LOWRY-Test

Der LOWRY-Test dient zur Messung des Proteingehaltes in einer LOsung.
Dadurch sollte sichergestellt werden, dass die Versuchstiere eine genau

definierte Menge der AS bei der passiven Immunisierung erhielten.

Vorbereiten der Reagenzien:
Als Standard wurden 5 Proteinldsungen und ein Nullwert wie folgt hergestellt:
10 ng/ml, 30 nmg/ml, 50 ng/ml, 60 ng/ml, 75 mg/ml g BSA / ml Sensitizing

Puffer), aul3erdem ein Nullwert ohne BSA (bovines Serumalbumin).
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Ablauf des LOWRY-Tests:
Zuerst wurden 100 m der Proteinstandards, des Nullwerts und der
Testlésung(en) in je ein 15 ml Réhrchen pipettiert, dann 500 m Reagenz A
hinzugefiigt und beides auf dem Schuttelmixer durchmischt. Danach wurden
4,0 ml Reagenz B in jedes Rohrchen pipettiert und sofort auf dem Schittelmixer
durchmischt. Die Losungen waren mindestens 1 Stunde stabil.
Die Absorption wurde nach 15 Minuten mit dem Spectrophotometer bei 750 nm

Wellenlange abgelesen. Der Spectrophotometer gibt die Konzentration in mg/mli
an.

2.1.3 Ubernachtkultur

In unseren Versuchen wurden 4 isogene Enterokokken-Mutanten verwendet.
Es sind die E.-faecalis-Stamme INY3000 pINY1801 (Stamm 1) und INY3000
pWM401 (Stamm 2), OG1SSp pINY1801 (Stamm 3) und OG1SSp pwM401
(Stamm 4). Alle OG1SSp Stdmme exprimieren die auf den Chromosomen
kodierte BS. E. faecalis INY3000 ist ein Tn916 Transposon Mutant von
OG1SSp ohne Exprimierung der BS [55]. Beim Transposon Tn916 wurde durch
eine Tetrazyklin-Resistenzkassette sichergestellt, dass es weiterhin im Genom
verbleibt und somit das Gen fur die BS ausschaltet. Durch Zugabe von
Tetrazyklin  (10pug/ml) zum Kulturmedium kann also auf diese Weise
sichergestellt werden, dass das Transposon nicht verloren geht und BS
ausgeschaltet bleibt. Diese Stamme wurden entweder mit dem Plasmid
pWM401 oder mit dem Plasmid pINY1801 kombiniert. Bei dem Plasmid
pWM401 handelt es sich um das leere Vektorplasmid, in das beim Plasmid
pINY1801 das Gen fur ascl0 eingefugt wurde. Um sicher zu stellen, dass
dieses Plasmid nicht verloren geht, beinhaltet das Vektorplasmid eine
Resistenz gegentber Chloramphenicol. Asc10 ist eine AS, die dem pCF10-

Plasmid von E. faecalis entstammt. Das pCF10-Plasmid beinhaltet zuséatzlich

Chloramphenicol-Resistenz, welches dem Wachstumsmedium zugegeben wird
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(10upg/ml) [55]. E. faecalis OG1SSp pINY1801 (Stamm 3) hat somit den
Phanotyp AS+/BS+, E. faecalis OG1SSp pWM401 (Stamm 4) den Phéanotyp
AS—/BS+, E. faecalis INY3000 pINY1801 (Stamm 1) den Phanotyp AS+/BS—
und schliesslich E. faecalis INY3000 pWM401 (Stamm 2) den Phéanotyp
AS—/BS—-. Das unterschiedliche Verhalten bei Vorhandensein von AS und BS
beim Wachstum in der Nahrlésung machten wir uns bei der Phanotypisierung
zu Nutze. So zeigt sich eine Klumpungsreaktion bei Wachstum von E. faecalis
Stamm 3 alleine (AS+/BS+), aber auch bei gemeinsamem Wachstum der
AS+/BS— Mutante Stamm 1 mit der AS—/BS+ Mutante Stamm 4. Bei Wachstum
von E. faecalis Stamm 2 (AS-/BS-) alleine oder in Kombination mit den o.g.
Mutanten kommt es zu keiner Klumpung [76].

Die Enterokokkenstamme wurden auf Grund des Resistenzverhaltens auf
folgenden Selektiv-N&hrbdden 24 h bei 37 °C im Warmeschrank angezichtet
(Tabelle2):

E.- faecalis-Stamm Agar + Antibiotikum
Stamm 1 TSA + Chloramphenicol + Tetrazyklin
(10pg/ml)
Stamm 2 TSA + Chloramphenicol + Tetrazyklin
(10pg/ml)
Stamm 3 TSA + Chloramphenicol (10ug/ml)
Stamm 4 TSA + Chloramphenicol (10ug/ml)

Tabelle 2: Wachstum der vier E.-faecalis-Stamme auf TSA bei Zugabe von
Chloramphenicol und ggf. in Kombination mit Tetrazyklin
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Danach wurde jeder Stamm in einen Erlenmeyer-Kolben mit TSB und dem
entsprechendem Antibiotikum (siehe Tabelle 2) tGberimpft und 24 h auf dem
Thermordttler bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert, mit
sterilem Aqua bidest. resuspendiert und wieder abzentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde 3-4 mal wiederholt bis die Pellets farblos und frei von TSB erschienen.
Die gewaschenen Pellets wurden in Gefriermedium resuspendiert (entweder
TSB + 10% Glycerol, oder Freeze Medium DMSO), eine Verduinnungsreihe zur
Konzentrationsbestimmung angefertigt und bei -80 °C aufbewahrt
(Stammlésung). Die Stammlésungen der jeweiligen Mutanten waren jeweils
Ausgangspunkt der diversen Inokula.

Die vier Enterokokken-Stamme sind in der Literatur beschrieben [76] und
wurden freundlicherweise von G. Dunny, Minneapolis, MN, USA zur Verfigung

gestellt.

2.1.4 Bestimmung der Konzentration

Zur Bestimmung der Bakterienkonzentrationen wurden Verdinnungsreihen in
TSB angefertigt. Zuerst wurden 225 ml TSB in je ein Glasréhrchen vorgelegt,
dann folgte die Zugabe von 25 ni Bakteriensuspension (1:10 Verdinnung), von
25 m 1:10 Verdinnung in 225 m TSB (1:100 Verdinnung). In dieser Weise
wurde weiter verfahren.

Von jeder Verdunnung wurden 2 x 10 m auf TSA-Platten ausplattiert und 24
Stunden bei 37 °C im Warmschrank inkubiert. Dann folgte das Auszéhlen und
das Berechnen der Ausgangskonzentration je nach ausgezahlter

Verdunnungsstufe. Es wurde die Verdlinnungsstufe ausgezahlt, in der

mindestens 20 KBE gewachsen waren.
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2.1.5 Phanotypisierung

Die Phanotypisierung dient zur Uberprifung der Eigenschaften der

angezichteten Bakterienstamme. Man macht sich hier das unterschiedliche

Klumpungsverhalten und Resistenzverhalten der verschiedenen Stamme

gegenuber Chloramphenicol und Tetrazyklin zu Nutze (Tabelle 3).

E.-faecalis -Stamm Phanotyp Klumpung | Antibiotikum
Stamm 3 AS +/BS + ++ + Chloramphenicol
10ug/mi
Stamm 4 AS —/BS + _ Chloramphenicol
10ug/mi
Stamm 1 AS +/BS - — Chloramphenicol
10pg/ml +
Tetrazyklin
10pg/mi
Stamm 2 AS —-/BS-— — Chloramphenicol
10pg/ml +
Tetrazyklin
10ug/mi
Stamm 4 & AS—-/BS + & ++ Chloramphenicol
Stamm 1 AS +/BS— 10ug/ml
Stamm 4 & AS—-/BS+ & _ Chloramphenicol
Stamm 2 AS —/BS— 10ug/mi
Stamm 1 & AS+/BS-& _ Chloramphenicol
Stamm 2 AS —/BS— 10ug/mi +
Tetrazyklin
10pg/mi

Tabelle 3: Klumpungsverhalten und Wachstum bei Chloramphenicol und Tetrazyklin der

vier E.- faecalis-Mutanten
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Die Bakterien wurden von der Platte in 5 ml TSB (steriles Glasréhrchen mit
Schraubverschluss) Uberimpft. Auf Grund der verschiedenen Resistenzen
wurde auch hier jeweils das passende Antibiotikum in das Nahrmedium
gegeben (siehe Tabelle 9, 10 m Chloramphenicol und/oder Tetrazyklin pro ml
TSB). Danach wurden die Ro6hrchen 24 Stunden bei 37 °C auf dem

Thermordttler inkubiert. Anschliessend folgte die Beurteilung der Klumpung:

keine Klumpung, homogene Tribung des Nahrmediums, Schlieren

o)

+ p leichte Klumpung, nicht wegschittelbar
p starke Klumpung, nicht wegschiittelbar
b

+++ sehr starke Klumpung, nicht wegschlittelbar

2.1.6 Differenzierung

Zur weiteren Differenzierung der Bakterienkulturen von Organen wurden
stichprobenartig Bakterien von Enterococcosel-Platten, sowie Bakterien, die
makroskopisch suspekt oder sicher keine Enterokokken waren, insbesondere
von den Blutplatten, nach Gram gefarbt und mikroskopisch beurteilt.

Zur weiteren Differenzierenzierung wurden die Kolonien auf Mannit-Agar
(Wachstum stickstoffbindender Bakterien) und Sabouraud -Agar (Spezialagar fur

Pilze) ausgestrichen und 24 h bei 37 °C inkubiert.

2.1.7 Inokula

Es wurden je nach Versuch diverse Inokula mit den Mutanten E. faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) und E. faecalis Stamm 2 (AS-/BS-) zur Infektion der
Mause hergestellt. Verwendet wurde eine Suspension aus der Bakterien-
Stammldsung (Bakterien + Freeze Medium DMSO) und PBS + Calcium. Pro
Versuch wurde eine Gesamtmenge von 5 - 8 ml hergestellt, die Konzentration

bestimmt (siehe Verdlinnungsreihen) und die Mause infiziert. Die injizierten |
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Inokula hatten Konzentrationen von 3,2 x 10’ — 1,5 x 10° koloniebildenden
Einheiten.

In den Versuchsreihen sollte erarbeitet werden, ob durch Antikérper gegen AS
protektive Wirkungen zu erzielen sind. Als Kontrollversuche dienten Infektionen

mit dem isogenen AS-/BS— E. faecalis Stamm 2.

2.1.8 Infektion der Mause mit E. faecalis Stamm 1 und

Stamm 2

Alle Tierversuche wurden vorab von der Tierschutzkommission begutachtet und
durch das Regierungsprasidium Tubingen genehmigt (Tierversuchs-Nr. A 1/99,
A/10). Die Haltung der Tiere wurde gemald den allgemeinen Vorschriften des
Tierschutzgesetzes in Bezug auf Haltung, Betreuung, Erndhrung und Pflege
(881 und 2, TierSchG) und die besonderen Vorschriften fur die Durchfihrung
der Tierversuche (88 9 und 9a), sowie 812 der Gentechnik
Sicherheitsverordnung fir gentechnische Laborbereiche der Sicherheitsstufe
S2 gehalten.

Als Versuchstiere wurden weibliche balb/c Mause mit durchschnittlichem
Gewicht von 20 g verwendet (Alter: 6-8 Wochen).

Zur Infektion wurde jeder Maus 100 ni - 200 m der Bakteriensuspension (3,2 X
10" - 1,5 x 109) intravends in eine Schwanzvene injiziert. Von den ersten 60
Mausen erhielten 30 Mause jeweils 100 m und 30 Mause 200 m
Bakteriensuspension. Die Mé&use 61 - 250 erhielten 200 m
Bakteriensuspension (entsprechend einem hohen und einem niedrigen
Inokulum). Die Mause wurden unmittelbar nach der Infektion, taglich danach
und unmittelbar vor Organentnahme gewogen. Der Gewichtsverlust wurde als

klinisches Zeichen der Infektion gewertet, da insbesondere bei diesen juvenilen,

28



2. Material und Methoden

noch im Wachstum befindlichen Mause, ein Gewichtsverlust besonders
schwerwiegend ist. Bei einem Gewichtsverlust von > 20 % des
Ausgangsgewichtes wurden die Mause mit Kohlenmonoxid euthanasiert.

Zur Injektion wurden Tuberkulinspritzen mit EinmaktInjektionskantlen 0,45 x 25
mm (oder 0,5 x 25 mm) verwendet.

Wahrend der Injektion wurde die Maus in eine lichtundurchlassige Plastikbox
gesetzt, aus der nur der Schwanz herausschaute. Um eine maximale
Vasodilatation der Venen zu erreichen wurden die Mause vor der Injektion unter
eine InfrarotWarmelampe gesetzt. Nach 2-3 maliger Desinfektion des
Schwanzes mit Alkoholspray und Abtupfen mit einem Zellstofftupfer wurde

injiziert.

2.1.9 Passive Immunisierung

Als  Versuchstiere wurden ebenfalls weibliche balb/c Mause mit
durchschnittichem Gewicht von 20 g und einem Alter von 6-8 Wochen
verwendet.

Zur passiven Immunisierung erhielt die Testgruppe, bestehend aus 5 Mausen
pro Versuch, an 3 aufeinanderfolgenden Tagen immunes Kaninchenserum
(immun gegen AS, im weiteren IRS = immune rabbit serum) ( siehe Abbildung
2). Bei 25 Mausen wurde Serum mit einem Titer von 1:125002 verwendet, 15
Tiere erhielten Serum mit einem Titer von 1:40010 und 5 Ma&use erhielten
Serum mit einem Titer von 1:19791. Ein Serum wurde von Herrn Dr. A.
Muscholl-Silberhorn, Institut fir Mikrobiologie, Universitdt Regensburg,
hergestellt und freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Die anderen wurden
von der Firma EUROGENTEC BEL S.A., B-4040 Herstal, Belgien hergestellt.
Dort wurde ein Kaninchen mit 500 m Antigen-Losung (hergestellt aus
aufgereinigtem His-Asal-Protein) zusammen mit 500 m Freunds-Adjuvans

immunisiert. Dieses Protein wurde uns freundlicherweise von M. Escher, der
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zeitgleich an einer thematisch verwandten Doktorarbeit arbeitete, zur Verfigung
gestellt. Zuvor wurde dem Kaninchen Blut abgenommen (pra-immunes Serum).
Dieses wurde vor der Immunisierung des Kaninchens von uns auf das
Vorhandensein praformierter Antikbrper gegen AS untersucht. Weitere
Injektionen mit dem His-Asal-Protein folgten nach 14, 28, 56, 66 und 80 Tagen.
Blutabnahmen erfolgten laut Standardprotokoll vor Immunisierung, nach 38

(2 ml), nach 66 (22 ml) und nach 80 Tagen (letzte Blutabnahme 50-60 ml). In
Abweichung vom Standardprotokoll wurde nach 80 Tagen weiter immunisiert.
Weitere Blutabnahmen folgten am Tag 94, 108, 168 und die letzte Blutabnahme
am Tag 250. Als Kontrollgruppe bekamen 5 Mause Natriumchlorid (NaCl) und

5 Mause normales Kaninchenserum (im weiteren NRS = normal rabbit serum,
nicht gepooltes Serum, von einem Kaninchen, keine praformierten Antikdrper
gegen AS). Praformierte Antikorper gegen AS wurden zuvor im ELISA
ausgeschlossen. Vor Beginn der Versuche liessen wir uns verschiedene
Kaninchenseren von der Firma EUROGENTEC zusenden, und testeten diese
im ELISA auf evtl. schon bestehende Antikérper gegen AS. Als NRS wurde ein
Kaninchenserum ohne Antikérper gegen AS ausgewahlt. Dieses Tier wurde
auch fur die spatere Herstellung des IRS verwendet. Die Infektion mit der E.-
faecalis-Mutante Stamm 1 bzw. Stamm 2 erfolgte 24 Stunden nach der ersten
Immunisierung.

Es wurden pro Maus und Immunisierung je 150 m Serum bzw. NaCl intravenos
in die Schwanzvene injiziert. Hier waren die Kanulen mit 0,45 mm Durchmesser
und 25 mm Lange am besten geeignet.

Die Mause wurden 5 Tage nach der Infektion zur Organentnahme getotet.
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Schema passive Immunisierung:

1. Immunisierung

l + 24 Stunden
INFEKTION
ﬂ + 4 Stunden

2. Immunisierung

+ 24 Stunden

<=

3. Immunisierung

]
|
l

ORGANENTNAHME

Abbildung 2: Schema passive Immunisierung
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2.1.10 Aktive Immunisierung

Als Versuchstiere dienten wiederum weibliche balb/c M&use mit
durchschnittlichem Gewicht von 20 g und einem Alter von 6-8 Wochen.

Pro Immunisierung erhielt die Testgruppe (10 M&ause) ca. 10 ng AS in 200 m
PBS + Calcium geldst. Die Kontrollgruppe (10 Mause) erhielt ca. 10 ng BSA in
200 M PBS + Calcium gelost.

Bei der ersten Versuchsreihe wurde 4 mal, jeweils im Abstand von 5 Tagen,
intraperitoneal injiziert. Die Blutabnahmen zur Titerkontrolle (IgG, IgM) erfolgten
nach der 3. und 4. Immunisierung: nach 2-3 maliger Desinfektion des
Schwanzes mit Alkoholspray und Abtupfen mit einem Zellstofftupfer wurde die
Schwanzvene mit einer Rasierklinge quer inzidiert und mit einer Glaskapillare
ca. 70 — 100 m Blut abgenommen. Danach wurde das Blut in der Zentrifuge
zentrifugiert, das Serum abpipettiert und bei—20 °C gelagert.

Bei den ubrigen Versuchsreihen wurde in gleicher Weise verfahren. Die
Injektionen wurden allerdings intravends in die Schwanzvenen durchgefihrt.

Die Mause wurden 5 Tage nach der 4. Immunisierung intravends mit E. faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) infiziert und nach weiteren 5 Tagen zur Organentnahme
getotet (Abbildung 3).
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Schema aktive Immunisierung:

1. Immunisierung

+ 5 Tage

-

2. Immunisierung

+5 Tage

-

3. Immunisierung
+ Blutabnahme

+ 5 Tage

-

4. Immunisierung
+ Blutabnahme

+ 5 Tage

INFEKTION

=~
-

+ 5 Tage

4=

ORGANENTNAHME

Abbildung 3: Schema aktive Immunisierung
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2.1.11 Organentnahme und Aufbereitung der Organe

In Ubereinstimmung mit den Vorschriften der Tierschutzkommission wurde zum
Toten der Versuchstiere CO, verwendet. Es wurde eine Plastiktite mit CO,
geflllt, die Maus in die Tite gesetzt und diese fest verschlossen. Nach 34
Minuten wurden die Tiere gewogen und mit der Organentnahme begonnen.
Dazu wurde die Maus auf einer Styroporplatte, die zuvor mit einer Plastik-
Krankenunterlage abgedeckt wurde, mit Einmalkanilen an jeder Extremitat
fixiert. Vor Er6ffnung der Maus wurde das Fell mit 80 %igem Ethanol getrankt
um die Gefahr einer Kontamination mit der natirlichen Flora des Mausefells
moglichst klein zu halten. Die Dermis und das subkutane Gewebe wurde nun,
beginnend von der Leistenregion der Maus eroffnet, und danach mit der
Pinzette tUber den Kopf des Tieres gezogen. Die Organentnahme erfolgte unter
sterilen Kautelen: nach jedem Schritt wurden die zuvor autoklavierten
Instrumente in 80 %igen Ethanol getaucht und Uber dem Bunsenbrenner
abgeflammt. AufRerdem wurden wahrend der Entnahme Mundschutz,
Kopfschutz, Schutzkittel und Latexhandschuhe getragen.

Das Peritoneum wurde mit einem Langsschnitt eroffnet und abpréapariert. Es
folgte die Thorakotomie und Blutabnahme aus dem Herzen durch Punktion in
einen Ventrikel mit einer 0,45 x 25 mm EinmatInjektionskantle. Das Blut wurde
in ein steriles 500 m Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben und 10 Minuten in der
Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert und in ein
neues, steriles Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und bei — 4 °C eingefroren.
Zu einem spateren Zeitpunkt wurde es mit Hilfe des ELISAs auf Antikorper
gegen AS untersucht.

Nun folgte die Entnahme des kompletten Herzens und eines Stuckes der

rechten Lunge. Die Organe wurden separat in 500 m steriles TSB gegeben und

steril abgedeckt. Danach wurden ein Stiick des linken Leberlappens, die
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gesamte Milz und die linke Niere entfernt und ebenfalls in 500 m steriles TSB
mit 0,5 g/L Polyanetholsulfonsdure gegeben und steril abgedeckt.

Nach der Sektion der Mause wurden die Kadaver, das Tierfutter und die Streu
autoklaviert und gemanR den Richtlinien zur Entsorgung von S2-Mdill entsorgt.
Zum Homogenisieren der Organe wurde die Spitze des Homogenisators in
Ethanol getaucht und abgeflammt. Danach wurde jedes Organ separat
homogenisiert. Die Spitze des Homogenisators wurde nach jedem Organ in
autoklaviertes H,O + Spulmittel getaucht, danach folgte ein erneutes
Abflammen mit Ethanol Gber dem Bunsenbrenner.

AnschlieBend wurden 100 ml dieses TSB-Organ-Gemisches auf
Enterococcosel- und TSB + 5% Schafblut-Platten ausgestrichen und 48 h bei
37 °C inkubiert. Die Lunge wurde nur bei den ersten Versuchen auf beiden
Platten ausgestrichen. Spater hingegen wurden nur noch Enterococcosel-
Platten verwendet, da auf den Schafblut-Platten auch die natirliche Flora des
Respirationstraktes anwuchs und so die Auswertung unmoéglich machte bzw.
diese verfalschte. Die Organ-Suspensionen wurden bei 4 °C im Kuhlschrank bis
zur endgultigen Auswertung aufbewahrt, danach wie die Kadaver entsorgt.
Nach Inkubation wurden die koloniebildenden Einheiten (KBE) auf den Platten
ausgezahlt und fur die spatere Auswertung auf ein Gramm Organgewicht
(KBE/g) hochgerechnet. War das Auszahlen auf Grund zu zahlreichen
Wachstums nicht mdglich, wurden weitere Verdinnungsreihen (s.0.) hergestellt
und so die Anzahl der KBE bestimmt. Ergaben sich unterschiedliche KBE bei
der Auszahlung der Enterococcosel- und der Schafblutplatten, so verwendeten
wir das Ergebnis der Enterococcoselplatte, da hier ein Wachstum anderer
Spezies bis auf wenige Ausnahmen i.S. einer sekundaren Verunreinigung nicht

vorkommt.
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2.1.12 Statistische Auswertung

2.1.12.1 Unterschied zwischen Infektion mit AS+ und AS— Mutanten

In einer Varianzanalyse (ANOVA) wurde untersucht, ob der Organbefall der
Nieren (logio (KBE+1/g)) sich bei Infektion mit E. faecalis Stamm 1 und mit

E. faecalis Stamm 2 bzw. bei der Hohe des gewéhlten Inokulums (logio 2 x 107
und logio 4 x 107) voneinander unterscheidet. AuRerdem wurde eine
Wechselwirkung zwischen dem Inokulum (logio) und der jeweiligen Mutante

bertcksichtigt. Als signifikant wurden Werte mit p £ 0,05 erachtet.

2.1.12.2 Unterschied zwischen der passiven Immunisierung mit NRS,

IRS und der NaCl-Kontrollgruppe

In einer Varianzanalyse (ANOVA) wurde untersucht ob sich der Organbefall der
Leber, der Milz und der Nieren (logio (KBE+1/g)) bei Immunisierung mit IRS
und NRS und der NaCl-Kontrollgruppe unterscheidet. Mit dem non
parametrischen Mann-Whitney U-Test wurde der Unterschied im Organbefall in
Herz und Lunge (logio (KBE+1/g)) bei den verschiedenen passiven
Immunisierungen berechnet, da hier keine Normalverteilung der Werte vorlag
(Signifikanz bei p £ 0,05).

Weiterhin wurde mit dem ANOVA-Test der Unterschied im Organbefall bei
Infektion der Mause mit hohem bzw. niedrigem Inokulum wund der
Gewichtsverlust der Tiere als Prozent des Ausgangsgewichts berechnet. Auch
hier galten p-Werte £ 0,05 als signifikant.

Fur die graphische Darstellung des Organbefalls wurde der Median und der
logip (KBE+1/g) der Absolutwerte der koloniebildenden Einheiten pro Gramm

Organgewicht verwendet.

36



2. Material und Methoden

Bei der graphischen Darstellung der Koérpergewichte am Tag der Infektion und
am Tag der Organentnahme wurden die Mittelwerte und die

Standardabweichungen verwendet.

2.1.12.3 Auswertung bei aktiver Immunisierung mit AS und der BSA-

Kontrollgruppe

In einer Varianzanalyse (ANOVA) wurde untersucht ob sich der Organbefall der
Leber, der Milz und den Nieren (logio (KBE+1/g)) bei der aktiven Immunisierung
mit AS und BSA als Kontrollgruppe unterscheidet. Mit dem non-parametrischen
Mann-Whitney U-Test wurde der Unterschied im Organbefall in Herz und Lunge
(logio (KBE+1/g)) bei den verschiedenen aktiven Immunisierungen berechnet,
da hier, wie auch bei der passiven Immunisierung, keine Normalverteilung der
Werte vorlag. Als signifikant galten wiederum p-Werte £ 0,05.

Die graphische Darstellung erfolgte wie unter 2.1.12.2 beschrieben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Interaktion von AS mit BS

Das Klumpungsverhalten der verschiedenen Mutanten unterscheidet sich auf
Grund der Expression der Oberflachenproteine AS und BS. Die Exprimierung
der AS ist abhangig vom Vorhandensein des Plasmids pINY1801 mit dem Gen
fur die AS, bzw. dem Vektorplasmid pWM401 ohne das Gen fir die AS. Die BS
wird von den E. faecalis OG1SSp-Stammen exprimiert. Bei den E. faecalis
INY3000 — Stammen fehlt das Gen fur die BS [55]. Bei Vorhandensein von nur
einem bzw. keinem der Proteine kam es bei Wachstum in der Nahrlosung TSB
zu keiner Klumpung [76]. Dies war bei den Mutanten E. faecalis Stamm 1,
Stamm 2 und Stamm 4 der Fall.

E.-faecalis-Stamm | Ausgangskonzentration Phéanotyp

Stammldsungen [cfu/ml]

Stamm 1 5,07 * 10° AS+ BS-—
Stamm 2 3,97 * 10° AS— BS-—
Stamm 3 2,94 *10° AS+ BS+
Stamm 4 3,27 * 10° AS— BS+

Tabelle 4: Konzentration der Stammldsungen

Die Bakterien sedimentierten nach 24 h Inkubation bei 37 °C auf dem
Thermoruttler an der Basis der Glasrohrchen. Durch leichtes Schitteln erhielt
man eine homogene Tribung der Nahrlésung. Es kam zu keiner
Klumpungsreaktion. Im Gegensatz dazu kam es bei Anzichten von E. faecalis

Stamm 3 unter denselben Bedingungen zur Ausfallung dicker Flocken, die auch
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durch starkes Schutteln nicht zur homogenen Tribung des TSB fuhrten. Auch
im Nativpraparat unter dem Lichtmikroskop lie3 sich die unterschiedliche
Klumpung beobachten. So fanden sich bei E. faecalis Stamm 3 Konglomerate
von zusammengelagerten Bakterien. Die anderen Mutanten lagen vereinzelt
und locker verteilt. Somit wurde wiederholt sichergestellt, dass die korrekten
Mutanten fur die Experimente verwendet wurden.

Um eine homogene Verteilung der Bakterien (insbesondere bei E. faecalis
Stamm 3) bei Herstellung der verschiedenen Aliquots, Inokula, etc. zu
erreichen, wurde nun versucht, die Klumpung durch Verdinnung der
Stammldsung auf 1:10 mit TSB und anschlieRender Behandlung mit dem
Schiuttelmixer und/oder Behandlung mit dem UltraschallHomogenisator zu
verhindern bzw. aufzuldsen.

Zuerst wurden die Mutanten unverdinnt 2 Minuten auf dem Schuttelmixer
durchmischt. Bei allen 4 Mutanten war das lichtmikroskopische Bild danach
unverandert: E. faecalis Stamm 3 lag in Klumpen, die anderen Mutanten immer
noch vereinzelt.

Die Behandlung der unverdinnten Stammldésungen je 2, 4 und 6 Minuten mit
dem Ultraschall-Homogenisator zeigte wiederum das gleiche Bild.

Nun wurde die Stammldésung im Verhaltnis1:10 mit sterilem TSB verdinnt und
wiederum 2 Minuten auf dem Schuttelmixer durchmischt. Auch hier kam es
nicht zum Auflésen der Klumpen bei E. faecalis Stamm 3.

Schlie3lich wurden die verdinnten Stammldsungen je 2, 4 und 6 Minuten mit
dem Ultraschall-Homogenisator behandelt. Es zeigte sich, dass schon 2
Minuten Ultraschall ausreichten um bei E. faecalis Stamm 3 die Verklumpung
aufzulésen.

Danach wurde erneut eine Verdinnungsreihe angelegt, um zu zeigen, dass die
Bakterien auch nach Behandlung mit Ultraschall weiterhin vital und
vermehrungsfahig waren, und nicht durch die Hitzeentwicklung bei der

Behandlung abgetéttet wurden. Die Ausgangskonzentrationen stimmten danach
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weiterhin mit den bereits ermittelten Konzentrationen tberein (auf Grund der
1:10 Verdinnung um eine Zehnerpotenz niedriger). Dies war bei allen
Mutanten der Fall.

Das Klumpungsverhalten der einzelnen Mutanten untereinander machte man
sich bei der Phéanotypisierung zu Nutze. So fand sich bei gemeinsamer 24-
stindiger Inkubation von E. faecalis Stamm 4 und Stamm 1, entsprechend dem
Vorhandensein beider fur die Klumpung bendtigter Oberflachenproteine AS und
BS, eine Klumpung, die annahernd der von E. faecalis Stamm 3 allein
entsprach.

Zusammenfassend zeigten die Vorversuche, dass das Schitteln auf dem
Schattelmixer fur 2 Minuten, gefolgt von einer 2-mindtigen Behandlung mit dem
Ultraschallhomogenisator ausreichten, die Klumpungsreaktion der AS+/BS+
Mutante aufzulésen. Wéahrend der Ultraschallbehandlung kam es nicht zu einer
thermischen  Schadigung und somit zu einer Abnahme der
Ausgangskonzentration. Dieses Verfahren wurde standardisiert in den

folgenden Versuchen beibehalten.

3.1.2 Resistenzverhalten gegen Chloramphenicol und
Tetrazyklin

Durch das unterschiedliche Klumpungsverhalten, zusammen mit dem
Resistenzverhalten bei Anwesenheit der Antibiotika Chloramphenicol und
Tetrazyklin, liel3en sich die einzelnen Mutanten phanotypisch bestimmen.

Die Resistenz der E. faecalis-INY3000 Stamme gegen Tetrazyklin beruht auf
dem Vorhandensein des Transposons Tn916 [55].

Das beste Ergebnis erhielten wir bei Zugabe von 10m Chloramphenicol bzw.

5m Tetrazyklin pro ml TSB und nachfolgender 24-stiindiger Inkubation bei
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37 °C auf dem Thermordtttler. Bei hoheren Antibiotika-Konzentrationen kam es
zum Teil zur Hemmung des gesamten Wachstums der Bakterien und zu
uneinheitlichen Ergebnissen.

Auf diese Art und Weise wurden nach jedem Tierversuch die aus den Organen
angeziichteten Enterokokken inkubiert und das Klumpungsverhalten beurteilt.

In den folgenden Tierversuchen wurden die AS+/BS— Mutante E. faecalis
Stamm 1 und als Kontrolle die AS-/BS— Mutante E. faecalis Stamm 2 zur
Infektion der Mause verwendet. Stichprobenartig wurden einzelne
koloniebildende Einheiten (KBE) zur Phanotypisierung verwendet. Dadurch
sollte sichergestellt werden, dass es sich um die injizierten Enterokokken
Mutante handelte. Entsprechend der obigen Tabelle lieRen sich die einzelnen
Stamme  identifizieren. Bei  Ausbleiben des jeweils typischen
Klumpungsverhaltens wurde eine weitere Differenzierung zur Bestimmung des
Phanotyps durchgefuhrt. Dieses wurde durch unterschiedliche Kombinationen
der E.-faecalis-Mutanten mit jeweils unterschiedlicher Exprimierung der AS und
BS erreicht. Erbrachte dies keine weitere Klarung folgte die mikroskopische
Beurteilung nach Gram-Farbung und Anzichten auf verschiedenen
Selektivndhrmedien zur Klarung ob es sich Uberhaupt um Enterokokken

handelte

3.1.3 Infektion mit E. faecalis Stamm 1 und Stamm 2

Die Infektion mit den Mutanten E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2
(AS-/BS-) diente um herauszufinden, ob eine Infektion mit der AS+ und der
AS— Mutante Zu unterschiedlichen Organmanifestationen bzw.
Organpersistenzen und zu unterschiedlichem Gewichtsverlust fiihren. Dies ist
fur die folgenden Versuche zum Vergleich der Immunisierungen wichtig, denn
die AS— Mutante dient hier als Kontrollgruppe. Aul3erdem sollte untersucht
werden, ob innerhalb der Versuchsperiode eine eigene Antikdrperantwort der
Mause als IgM- bzw. IgG-Antikérperproduktion erfolgt.
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Weiterhin sollte der Unterschied bei Gabe eines hohen und eines niedrigen
Inokulums  untersucht werden. Beim niedrigen Inokulum  wurden
Konzentrationen von 3,2 x 10’ bis 8,4 x 10% beim hohen Inokulum
Konzentrationen von 6,4 x 10’ bis 1,8 x 10° verwendet. Dies geschah im
Hinblick auf die spateren Immunisierungsversuche.

Untersucht wurde bei jeder Maus Blut, die rechte Lunge, das Herz, ein Stick
des linken Leberlappens, die Milz und die linke Niere. Die Bakterien wurden auf
Enterococcosel- und TSB mit 5 % Schafblut-Agar angezichtet. Die
Untersuchung der Lunge ergab dabei, dass auf dem TSB + 5% Schafblut-Agar
die Beurteilung des Enterokokken-Wachstums auf Grund der normalen Flora
des Respirationstraktes nicht mehr mdglich war. Auf Grund dessen wurde das
Lungengewebe nur noch auf Enterococcosel-Platten ausplattiert.

Neben den injizierten Enterokokken fanden sich Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus ssp., Bacillus ssp., nicht weiter
differenzierte Micrococcus ssp. sowie bei 8 Mausen Candida ssp.,
insbesondere in den Lungen.

Mause, bei denen es Probleme bei der intravendsen Gabe des Inokulums gab,
wurden aus der Versuchsreihe genommen. Dies beinhaltete Tiere, bei denen es
trotz wiederholter Injektion nicht gelang, die Vene zu punktieren und somit das
Inokulum intravends zu injizieren. So wurden 27 Mause mit E. faecalis Stamm 1

und 26 Mause mit E. faecalis Stamm 2 infiziert.

3.1.4 Organmanifestation

3.1.4.1 1gG-und IgM-Titer

Bei jeder Maus wurde unmittelbar vor der Infektion, sowie unmittelbar vor
Organentnahme Blut aus der Schwanzvene abgenommen und mittels ELISA

auf IgM-, bei 5 Mausen zusatzlich auf IgG-Antikorper gegen AS untersucht.
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Bei der AS+/BS— Mutante E. faecalis Stamm 1 und bei der AS-/BS— Mutante
E. faecalis Stamm 2 wurden weder IgM- noch IgG-Antikbrper gegen AS

gefunden (Verdinnung <1:50).

3.1.4.2 Blut

Nach Infektion mit AS+/BS— Mutante E. faecalis Stamm 1 fanden sich bei 7 von
27 Méausen (26 %) Enterokokken in der Blutbahn. Die Anzahl der Bakterien
differierte zwischen 7 und 360 KBE / ml Blut (Median=0).

Bei Infektion mit der AS—/BS— Mutante E. faecalis Stamm 2 fanden sich bei 6
von 26 Mausen (23 %) Enterokokken. Hier fanden sich zwischen 7 und 750
KBE /ml Blut (Median=0). Es fand sich beim Vergleich der logio (KBE+1/ml) im
Blut kein signifikanter Unterschied zwischen Infektion mit E. faecalis Stamm 1
und Stamm 2 (p=0,8588, Mann-Whitney U, siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Vergleich der logip (KBE+1/ml) Blut nach Infektion mit E.faecalis Stamm 1
(AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)
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Auch der Vergleich bei Infektion mit dem hohen und dem niedrigen Inokulum
(siehe Abbildung 5 und 6) ergab bei Vergleich der logio (KBE+1/ml) keinen
signifikanten Unterschied zwischen beiden Mutanten (Median bei beiden
Mutanten=0, p=0,8836 und p=0,3975, Mann- Whitney U).
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Abbildung 5: Vergleich der log;o (KBE+1/ml) Blut bei Infektion mit verschieden hohen
Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 6: Vergleich der logig (KBE+1/ml) Blut bei Infektion mit verschieden hohen
Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-)

Weiterhin fanden sich bei 3 Méausen, die mit E. faecalis Stamm 1 infiziert
wurden andere Bakterienspezies. Zweimal handelte es sich um jeweils 1 KBE
nicht weiter differenzierter Mikrokokken und einmal fanden sich 36 KBE

Staphylococcus aureus, jeweils bezogen auf 100 ni Blut.

Bei den mit E. faecalis Stamm 2 infizierten Méausen, fanden sich bei zwei
Mausen je 1 KBE nicht weiter differenzierter Mikrokokken. Es muss offen
bleiben, ob dies auf eine Kontamination bei der Infektion zurlickzufiihren war.
Dafur spricht, dass nach den Vorversuchen, und somit auch nach Verfeinerung
und Verbesserung der Technik, das Problem von Fremdkeimen nicht mehr

aufgetreten ist.
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3.1.4.3 Herz

Im Herz fanden wir bei den mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) infizierten Tieren
15 (56 %) mit und 12 (44 %) ohne Enterokokken im Herz. Unter den 15 Mausen
mit Nachweis von E. faecalis Stamm 1 befanden sich 3 Tiere bei denen, neben
der Enterokokken-Mutante, zwischen 1 und 74 KBE Mikrokokken gefunden
wurden (Median=0). Bei 2 Tieren wurden 2 bzw. 4 KBE Mikrokokken gefunden.
Bei den mit E. faecalis Stamm 2 (AS—/BS-) infizierten Mausen hatten 15 Méause
(58 %) Enterokokken im Herz, bei 11 Mausen (42 %) fand sich kein
Bakterienwachstum. Die Spannbreite lag zwischen 50 und 1,6 x 10° KBE/g
Organgewicht (Median=54, siehe Abbildung 9). Hier fanden sich keine anderen,
aul3er den injizierten Bakterien.

Bei der Untersuchung der Herzen ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den logio (KBE+1/g) der E. faecalis-Mutanten Stamm 1 und Stamm 2
(p=0,4822, Mann-Whitney U, siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vergleich der logio (KBE+1/g) im Herz nach Infektion mit E.faecalisStamm 1
(AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)
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Der Unterschied bei der Infektion mit dem niedrigem und dem hohen Inokulum
war mit p=0,9611 bei Vorhandensein der AS fur E. faecalis Stamm 1 (Mann-
Whitney U) nicht signifikant. Der Median betrug fiir das niedrige, sowie das
hohe Inokulum O (siehe Abbildung 8) .

Bei Mutante E. faecalis Stamm 2 ohne Exprimierung der AS war der
Unterschied ebenfalls nicht signifikant (p=0,1910, Mann-Whitney U, Median
niedriges Inokulum=280, Median hohes Inokulum=0, siehe Abbildung 9).
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Abbildung 8: Vergleich der logio (KBE+1/g) im Herz bei Infektion mit verschieden hohen
Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 9: Vergleich der log;o (KBE+1/g) im Herz bei Infektion mit verschieden hohen
Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—/BS-)

3.1.4.4 Lungen

Untersucht wurde jeweils ein Stuck des rechten Lungenfliigels. Die AS+/BS—
Mutante E. faecalis Stamm 1 wuchs bei 21 Méausen (78 %). 6 Mause (22 %)
hatten keine Enterokokken in der Lunge. Die absoluten Zahlen an KBE/g
Organgewicht betrug bei den Tieren mit Organbefall zwischen 30 und 5 x 103
(Median=198).

Bei den Tieren, die mit E. faecalis Stamm 2 (AS—/BS-) infiziert wurden, fanden
sich die Bakterien bei 12 Tieren (46 %) in der Lunge wieder. Bei 14 Tieren
(54%) waren keine Enterokokken zu finden. Hier belief sich die Zahl der
gewachsenen KBE/g Organgewicht zwischen 90 und 4 x 10° (Median=98).
Wiederum war hier kein signifikanter Unterschied zwischen den logio (KBE+1/g)
von E. faecalis Stamm 1 und Stamm 2 zu finden (siehe Abbildung 10). Der
Unterschied betrug p=0,3021 (Mann-Whitney U).

Als Nebenbefund wuchsen auf dem TSB + 5 % Schafblut-Agar haufig

zahlreiche andere Bakterienkolonien, deren Differenzierung Staphylococcus
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aureus, Staphylococcus epidermidis und weitere nicht néher differenzierte
Mikrokokken ergab.
Dies fuhrte dazu, dass die Lungen im weiteren nur noch auf Enterococcosel-

Platten ausplattiert wurden.
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Abbildung 10: Vergleich der log;o (KBE+1/g) in der Lunge nach Infektion mit E.faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)

Auch der Vergleich der logip (KBE+1g) zwischen hohem und niedrigem
Inokulum ergab keinen signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 11). Bei E.
faecalis Stamm 1 betrug der Unterschied p=0,1073 (Mann-Whitney U, Median
niedriges Inokulum=110, Median hohes Inokulum=0). Bei E. faecalis Stamm 2
betrug der Unterschied p=0,7196 (Mann-Whitney U, Median niedriges
Inokulum=66, Median hohes Inokulum=419, siehe Abbildung 12).
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Abbildung 11: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Lunge bei Infektion mit verschieden

hohen Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 12: : Vergleich der log,0 (KBE+1/g) in der Lunge bei Infektion mit verschieden

hohen Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-)
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3.1.45 Leber

Es fand sich bei Infektion mit der AS+/BS— Mutante E. faecalis Stamm 1 bei 23
Tieren (85 %) ein Organbefall. Dieser betrug zwischen 100 und 9 x 10° KBE/g
Organgewicht (Median=952). Bei 4 von 27 M&ausen (15 %) war das untersuchte
Lebergewebe steril.

Bei Infektion mit der AS—/BS— Mutante E. faecalis Stamm 2 war nur in einem
Fall das Gewebe steril. Bei 25 Tieren (96 %) war ein Organbefall mit der
Mutante nachzuweisen. Diese Mause hatten zwischen 30 und 2 x 10° KBE/g
Organgewicht (Median=2886). Die logip (KBE+1/g) in der Leber unterschied
sich somit mit p=0,1007 zwischen beiden Mutanten nicht signifikant (ANOVA,
siehe Abbildung 13).

Wiederum fanden sich in geringem Mal3e andere Mikroorganismen. Bei den mit
E. faecalis Stamm 1 fanden sich Candida (1 KBE/100m), Streptokokken (16
KBE/100m), Bacillus (1 KBE/100m) und Staphylococcus aureus (1 KBE/100m).

Bei den mit E. faecalis Stamm 2 infizierten Tieren fanden sich Candida (1
KBE/100m) und Staphylococcus aureus (1 KBE/100m).
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Abbildung 13: Vergleich der log;o (KBE+1/g) in der Leber nach Infektion mit E.faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)

Der Unterschied bei Gabe eines hohen und eines niedrigen Inokulums ergab

bei Vergleich der logio (KBE+1/g) bei beiden Mutanten keinen signifikanten
Unterschied. Bei E. faecalis Stamm 1 betrug dieser p=0,9272 (ANOVA, Median
niedriges Inokulum=1253, Median hohes Inokulum=549, siehe Abbildung 14)
bei E. faecalis Stamm 2 p=0,1147 (ANOVA, Median niedriges Inokulum=1900,
Median hohes Inokulum=4821, siehe Abbildung 15).
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Abbildung 14: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Leber bei Infektion mit verschieden

hohen Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

6
] p=0,1147 a
&) ] nl
3 ELLLLT YLELTrrY -
3 L), Y= e
5 g
2 1. vt SO 0.
g 2 3 oo 5
0 F
@ niedriges Inokulum Median niedriges Inokulum
O hohes Inokulum = Median hohes Inokulum

Abbildung 15: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Leber bei Infektion mit verschieden

hohen Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-)
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3.1.4.6 Milz

Nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) fanden sich bei 21 Tieren
(78 %) Enterokokken in der Milz wieder. Es fanden sich zwischen 40 bis 1,3 x
10° KBE/g Organgewicht (Median=167). Bei 6 Tieren (22 %) wurden keine
Bakterien gefunden. Bei zwei Mausen fanden sich Gram-positive Kokken (1
KBE bzw. 15 KBE), die aber kein Wachstum auf dem Enterococcosel-Agar
zeigten.

Die Infektion mit E. faecalis Stamm 2 (AS—/BS-) zeigte in 19 Fallen (73 %)
Organabsiedlungen in der Milz. Hier wuchsen zwischen 30 und 8 x 10* KBE/g
Organgewicht (Median=105). Bei 7 Mausen (27 %) war die Milz steril. Andere
Mikroorganismen wuchsen hier nicht.

Somit unterschied sich das Wachstum der logio (KBE+1/g) in den Milzen nicht
signifikant voneinander. Der ANOVA-Test ergab fur den Unterschied einen
p-Wert von 0,3523 (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Milz nach Infektion mit E.faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)
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Der statistische Unterschied zwischen hohem und niedrigem Inokulum betrug
bei Infektion mit E. faecalis Stamm 1 p=0,2831 (ANOVA, Median niedriges
Inokulum=105, Median hohes Inokulum=402, siehe Abbildung 17), bei Infektion
mit E. faecalis Stamm 2 p=0,5406 (ANOVA, Median niedriges Inokulum=165,
Median hohes Inokulum=33, siehe Abbildung 18). Somit gab es bei beiden
Mutanten keinen signifikanten Unterschied bei Injektion eines hohen bzw eines

niedrigen Inokulums.
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Abbildung 17: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in der Milz bei Infektion mit verschieden
hohen Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 18: : Vergleich der log,0 (KBE+1/g) in der Milz bei Infektion mit verschieden
hohen Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-)

3.1.4.7 Niere

Nach Infektion mit den AS-exprimierenden E. faecalis Stamm 1 waren nur 3
Mause (11 %) ohne bakterielle Absiedlungen in der Niere. Bei den anderen 24
(89 %) fanden sich zwischen 70 als niedrigster Befall, und 1,2 x 10" KBE/g
Organgewicht als hochster Organbefall (Median=126699). Andere
Mikroorganismen wuchsen hier nicht.

Die Infektion mit E. faecalis Stamm 2, also ohne Exprimierung des AS, ergab
nur ein Tier ohne Nierenbefall. 25 Tiere (96 %) hatten die Mutante im
Nierengewebe. Das Tier mit den wenigsten Bakterien hatte 30 KBE/g
Organgewicht, das Tier mit der héchsten Anzahl an Bakterien 2,5 x 10’ KBE/g
Organgewicht (Median=129636). Bei einer Maus fanden sich 3 Kolonien
Staphylococcus aureus.

Der Unterschied der logip (KBE+1/g) zwischen beiden Mutanten war nicht
signifikant (p=0,916, ANOVA, siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der logio (KBE+1/g) in den Nieren nach Infektion mit E.faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)

Der Unterschied zwischen hohem und niedrigem Inokulum bei E. faecalis
Stamm 1 war mit p=0,5273 (ANOVA, Median niedriges Inokulum=101684,
Median hohes Inokulum=256040) nicht signifikant (siehe Abbildung 20).
Ebenfalls nicht signifikant war der Unterschied bei E. faecalis Stamm 2 mit
p=0,9267 (ANOVA, Median niedriges Inokulum=184856, Median hohes
Inokulum=125403, siehe Abbildung 21).
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Abbildung 20: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Nieren bei Infektion mit verschieden
hohen Inokula von E.faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 21: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in der Nieren bei Infektion mit verschieden
hohen Inokula von E.faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-)
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3.1.4.8 Gewichtsverlust

Als weiterer Parameter diente der Gewichtsverlust der Mause wahrend der 5-
tagigen Infektion.

Wie in Abbildung 22 beschrieben, war der Unterschied zwischen der AS + und
der AS— Mutante mit p=0,2929 nicht signifikant (ANOVA, Mittelwert E. faecalis
Stamm 1 = 94,0 +/- 5,4 %, Mittelwert E. faecalis Stamm 2 = 92,1 +/- 7,7 %).
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Abbildung 22: Gewichtsverlust in Prozent des Ausgangsgewichts nach Infektion mit E.
faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-)

Bei Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) wogen die Tiere, die ein
niedriges Inokulum erhielten, nach 5 Tagen im Durchschnitt noch 94,7 %
(SD=6,3 %, Mittelwert) des Ausgangsgewichtes.

Tiere, die das hohe Inokulum erhielten wogen noch 93,1 % (SD=4,1 %,
Mittelwert) des Ausgangsgewichtes. Dieser Unterschied war mit p=0,4431 nicht
signifikant (ANOVA, siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Gewichtsverlust in Prozent des Ausgangsgewichts nach Infektion mit E.
faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) — Vergleich bei Infektion mit verschiedenen Inokula

Die mit E. faecalis Stamm 2 (AS-/BS-) infizierten Mause mit niedrigem
Inokulum wogen am Tag der Organentnahme noch 94,5 % (SD=5,4%,
Mittelwert) des Ausgangsgewichtes.

Die Tiere, denen das hohe Inokulum injiziert wurde, wogen nur noch 89,6 %
(SD=9,1 %, Mittelwert) des urspringlichen Gewichts. Der Unterschied war
jedoch mit p=0,1112 nicht signifikant (ANOVA, siehe Abbildung 24).

60



3. Ergebnisse
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Abbildung 24: Gewichtsverlust in Prozent des Ausgangsgewichts nach Infektion mit E.
faecalis Stamm 2 (AS—/BS-) — Vergleich bei Infektion mit verschiedenen Inokula

3.1.4.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Vorversuche

In den Vorversuchen konnte zun&chst das Klumpungsverhalten der Mutanten
E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-), Stamm 2 (AS—-/BS-), Stamm 3 (AS+/BS+) und
Stamm 4 (AS-/BS+), unter anderem zur spateren Phanotypisierung,
reproduziert werden. So bildeten sich bei Anziichten von E. faecalis Stamm 3
(AS+/BS+) in TSB Klumpen, die fur das Vorhandensein von AS und BS
sprachen. Bei Anzichten der anderen Mutanten wurde dies nur bei
Kombination zweier Mutanten erreicht, wobei eine Mutante AS und die andere
BS exprimierten (z.B. E. faecalis Stamm 4 und Stamm 1). Fir die AS-/BS— E.
faecalis Mutante Stamm 2 wurde schliel3lich sichergestellt, dass sie weder in
Kombination mit anderen Mutanten, noch alleine angeziichtet, Klumpen bildete.
Somit lagen reproduzierbare, klar definierte Bedingungen fir die spéateren

Versuchsreihen vor.
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3. Ergebnisse

Weiterhin wurde das Resistenzverhalten der Mutanten bei Vorhandensein der
Antibiotika Chloramphenicol und Tetrazyklin untersucht. Hier zeigte sich je nach
Vorhandensein des dafir verantwortlichen Gens (z.B. Tn 916 bei E. faecalis
INY3000 SSp), das entsprechende Resistenzverhalten gegen Chloramphenicol
und Tetrazyklin, mit der besten Dosierung von 10 pl/ml. Auch dies diente uns
spater zur erneuten Phanotypisierung.

Fur die Anzichtung der Bakterien zeigten sich die selektiven Enteroccosel-
Platten die Schafblutplatten als am besten geeignet. In den
Immunisierungsversuchen verzichteten wir auf das Anzichten des
Lungengewebes auf den Schafblutplatten, da es auf Grund der groRen Vielfalt
der normalen Flora des Respirationstraktes zu einem starken Wachstum
verschiedenster Bakterien kam, so dass eine sinnvolle Auswertung der
Enterokokkenzahl nicht mehr moglich war.

Schlie3lich wurde die Organmanifestation der Mutanten E. faecalis Stamm 1
(AS+/BS-) und Stamm 2 (AS—-/BS-) bei intravendser Injektion in weibliche
balb/c-M&ause untersucht. Bei der Untersuchung von Blut, Herz, Lunge, Leber,
Milz und Niere fand sich kein signifikanter Unterschied im Organbefall bei
Vorhandensein bzw. Fehlen der AS. Auch der Gewichtsverlust zwischen beiden
Gruppen war nicht signifikant. Auf Grund der Vergleichbarkeit dieser Daten
benutzten wir in den Immunisierungsversuchen die AS-/BS- Mutante E.
faecalis Stamm 2 als Kontrollgruppe. Auch konnte keine Dosisabhangigkeit im
Gewichtsverlust bei Injektion eines hohen bzw. eines niedrigen Inokulums
gefunden werden.

Um auszuschliessen, dass eine Reduktion der Enterokokkenzahl durch eine
Immunantwort der Wirtstiere ausgel6st wird, untersuchten wir das Blut der
Mause auf eigene Antikorper gegen AS. Es wurden weder IgG- noch IgM-

Antikorper gegen AS gefunden (Verdinnung <1:50, ELISA).
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3. Ergebnisse

3.2 Hauptversuche

3.2.1 Passive Immunisierung — Infektion mit E.faecalis Stamm 1
(AS+/BS-)

3.2.1.1 Impfseren
Die Firma EUROGENTEC Bel S.A. wurde von uns beauftragt immunes

Kaninchen-Seren gegen AS von Kaninchen herzustellen. 2 Kaninchen wurden
hierfir vor Beginn der Immunisierung von uns ausgesucht. Zum Ausschluss
praformierter  Antikdrper  untersuchten  wir zuvor mehrere  Seren
unterschiedlicher Tiere im ELISA, bei denen wir z.T. leicht erhdhte Titer gegen
AS fanden. FiUr die Immunisierungen nahmen wir schlie3lich die Kaninchen
ohne vorbestehenden Titer. Vor Beginn der Immunisierung wurde préa-immunes
Serum abgenommen, welches wir im weiteren als Vergleichsserum ohne
Antikorper gegen AS (NRS) verwendeten. Wir erhielten vom ersten Kaninchen
schlie3lich 8 Seren mit ansteigenden Titern gegen AS, abgenommen immer am
Tag einer neuen Immunisierung.

Der maximale Titer des immunen Serums beim ersten Kaninchen betrug
1:40000. Der Titerverlauf wéhrend 8 passiven Immunisierungen wurde mittels
ELISA bestimmt und ist nachfolgend in Abbildung 25 dargestellt. Beim zweiten
Kaninchen fanden wir einen schnelleren und hoheren Anstieg des IgG-Titers
auf 1:70000 schon nach der 4. Immunisierung (siehe Abbildung 26). Der
Vergleich beider Titerverlaufe ist in Abbildung 27 dargestellt.

Ein zusatzliches immunes Serum mit einem Titer von 1. 125000 wurde uns
freundlicherweise von A. Muscholl-Silberhorn, Regensburg, zur Verfiigung
gestellt. Dieses verwendeten wir aus Zeitgrinden in den ersten Mause-
Versuchen, da es in der Herstellung des IRS durch EUROGENTEC zu leichter

zeitlicher Verzdgerung gekommen ist.
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3. Ergebnisse

Die verwendeten immunen Kaninchenseren (IRS) wurden vor der
Immunisierungen der Mause im ELISA auf IgG-Antikbrper gegen AS getestet.
In den ersten Versuchen wurde ein Serum mit einem IgG-Titer von 1:125000
verwendet. Dieses Serum wurde bei 25 Mausen verwendet. 15 Mause erhielten
IRS mit einem Titer von 1:70000, 5 Méause IRS mit einem Titer von 1:20000. Im
folgenden wurden diese 3 Gruppen zusammengefasst. Der jeweils erreichte

Titer im Mauseblut wurde bei jeder Maus separat bestimmit.

lgG-Titer-Verlauf Kaninchen 1

45000
40010
38169

40000
35000

30000 //
25000 //

10
19432 19791/1
15000

8057 8587

IgG-Titer

10000

5000
(/)/
0 T

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. FINAL

Blutabnahmen

—o—IgG Titer

Abbildung 25: IgG-Titerverlauf gegen AS des ersten immunisierten Kaninchens im ELISA
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lgG-Titer-Verlauf Kaninchen 2
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Abbildung 26: IgG-Titerverlauf gegen AS des zweiten immunisierten Kaninchens im

ELISA
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Abbildung 27: Vergleich der IgG-Titerverlaufe beider gegen AS immunisierter Kaninchen
im ELISA
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3. Ergebnisse

Als Vergleichsgruppe wurden Mause mit gleicher Menge nicht-immunen
Kaninchenserums immunisiert (NRS, von einem Kaninchen, bei dem zuvor im
ELISA praformierte Antikorper ausgeschlossen wurden). Die Kontrollgruppe

erhielt dieselbe Menge NacCl.

3.2.2 Organmanifestation bei passiver Immunisierung und
Infektion mit AS-positiver Mutante E. faecalis Stamm 1

3.2.2.1 IgG-Titer der Mause

Eine Kontrolle des Impferfolges erfolgte durch Bestimmung des Kaninchen-1gG-
Antikorper-Titers im Mauseblut. Dazu wurde Blut aus dem Herzen der toten
Méause enthommen und mittels ELISA der Titer bestimmt.

Wahrend bei der NaCl und der NRS-Gruppe erwartungsgemal Kkein
KaninchenlgG-Titer gegen AS gefunden wurde (Titer<1:50), fanden sich in der
IRS-Gruppe bei alle Tieren ein IgG-Titer. Sie lagen zwischen 1:7000 und
1:34000 (Mittelwert 1:20391+/-8252) (siehe Abbildung 28).
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3. Ergebnisse

Kaninchen IgG-Titer nach passiver Immunisierung
und Infektion mit E. faecalis Stamm 1
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Abbildung 28: IgG-Titerverlauf nach passiver Immunisierung und Infektion mit E. faecalis
Stamm 1 (AS+/BS-)

3.2.2.2 Blut

Auf eine mikrobiologische Blutuntersuchung wurde bei den passiven
Immunisierungen verzichtet, da nicht genug Blut zur Verfigung stand und die
Vorversuche ergeben hatten, dass nur sehr selten Enterokokken im Blut zu
finden waren. Wir entschlossen uns deshalb das entnommene Blut zur
Titerbestimmung zu verwenden (bei 10 Mausen pro Gruppe wurde das Blut
untersucht. Hier fand sich jeweils nur ein Tier mit 1 KBE/100 ni Blut). Weiterhin
wurde stichprobenartig immer wieder der Phanotyp der verwendeten E.
faecalis-Mutante Stamm 1, also die Exprimierung der AS ohne Vorhandensein
der BS, Uberprift. Der korrekte Phanotyp konnte in allen Fallen bestatigt

werden.
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3. Ergebnisse

3.2.2.3 Herz

In der NaCl-Gruppe waren bei 15 von 30 Mausen (50 %) E. faecalis Stamm 1 -
Kolonien im Herzen zu finden. Die Anzahl der KBE/g Organgewicht belief sich
zwischen 50 und 1,1 x 10° (Median=17).

In der NRS-Gruppe fand sich bei 9 von 30 (33 %) Tieren ein Organbefall
(zwischen 44 und 125242 KBE/g, Median=0).

In der IRS-Gruppe hatten nur 7 Tiere von 30 (23 %) Bakterien im Herzen. Hier
war der niedrigste Befall 50, der héchste Befall 2,6 x 10° KBE/g (Median=0).

Der statistische Unterschied zwischen IRS und NRS betrug p=0,6898, zwischen
IRS und NaCl p=0,0635 und zwischen NRS und NaCl p=0,1393 (Mann-Whitney
U).

Insgesamt zeigte sich also ein niedrigerer Nachweis der Enterokokken in der
IRS-Gruppe, dieser war jedoch mit p>0,0635 statistisch nicht signifikant (Mann-
Whitney U). Das Ergebnis ist nachfolgend in Abbildung 29 dargestellt.

Herz
5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1
7
C-
—
+
L
m
<
S 3
=)
°
1

O NaCl ONRS AIRS —Median NaCl —Median NRS — Median IRS

Abbildung 29: Vergleich der log;o (KBE+1/g) im Herz bei den Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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3.2.24 Lunge

Hier fanden sich im Vergleich mit den anderen Geweben insgesamt eine sehr
niedrige Anzahl an KBE/g Organgewicht. Der Unterschied der logio (KBE+1/g)
war nicht signifikant (p>0,6100, Mann-Whitney U).

In der NaCl-Gruppe fanden sich 9 Mause (30 %) mit E. faecalis Stamm 1
Kolonien im untersuchten Gewebe. Es fanden sich zwischen 140 und 2,4 x 10*
KBE/g (Median=0).

Die NRS-Gruppe zeigte bei 10 von 30 Mausen (33 %) einen Lungenbefall,
wobei hier die Zahlen zwischen 60 und 10° KBE/g variierten (Median=0).

In der IRS-Gruppe hatten 9 Tiere (30 %) Enterokokken in der Lunge (zwischen
60 und 300 KBE/g, Median=0).

Die Unterschiede waren mit p=0,6152 zwischen der IRS- und NRS-Gruppe,
p=0,6100 zwischen der IRS- und NaCl-Gruppe und p=0,8825 zwischen der
NRS- und NaCl-Gruppe nicht signifikant (Mann-Whitney U). Siehe hierzu auch
die Abbildung 30.
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Abbildung 30: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in der Lunge bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1
(AS+/BS-)
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3.2.25 Leber

Die NaCl-Gruppe zeigte in 28 von 30 Fallen (93 %) ein Wachstum der
Enterokokken-Mutante. Nur 2 Tiere (7 %) hatten sterile Lebern. Bei den Tieren
mit Leberbefall waren zwischen 30 und 2,3 10* KBE/g (Median=562) zu finden.
Die Mause, die mit NRS immunisiert wurden, hatten alle Enterokokken (30 von
30) in der Leber. Das niedrigste Wachstum waren 30 KBE/g, das hochste 2,3 x
10° KBE/g (Median=464).

Der Unterschied der logio (KBE+1/g) zwischen der NaCl- und der NRS-Gruppe
war mit p=0,7356 (ANOVA) nicht signifikant.

Auch die IRS-Gruppe zeigte bei allen Tieren ein Wachstum in der Leber
(zwischen 30 und 2644 KBE/g, Median=541).

Der Unterschied zwischen Immunisierung mit IRS und NaCl war mit p=0,7912,
der Unterschied zwischen Immunisierung mit IRS und NRS mit p=0,9418 nicht
signifikant (ANOVA).

In allen 3 Immunisierungsgruppen fand somit sich ein vergleichbar hohes
EnterokokkenrWachstum im Lebergewebe statt (p>0,7356, ANOVA). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestelit.
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Leber
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Abbildung 31: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in der Leber bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe nach Infektion mit E. faecalisStamm 1
(AS+/BS-)

3.2.2.6 Milz

Die NaCl-Gruppe zeigte 13 Tiere (43 %) mit, und 17 Tiere (57 %) ohne
Milzbefall. Es wuchsen zwischen 40 und 4,7 x 10° KBE/g (Median=42).

15 Mause (50 %) der NRS-Gruppe hatten die E. faecalis-Mutante in der Milz.
Die absoluten Zahlen schwankten hier zwischen 30 und 1,7 x 10° KBE/g
(Median=12).

Die IRS-Gruppe hatte 13 Mause (43 %) mit einem Milzbefall von E. faecalis
Stamm 1. Hier fanden sich zwischen 20 und 1,5 x 10° KBE/g (Median=25, siehe
Abbildung 32).

Der Unterschied im Milzbefall zeigte signifikante Unterschiede im Vergeich der
logio (KBE+1/g) zwischen der IRS- und NaCl-Gruppe (p=0,0332, ANOVA),
sowie zwischen der NRS- und der NaCl-Gruppe (p=0,0094, ANOVA). Zwischen
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der IRS- und der NRS-Gruppe betrug der Unterschied p=0,6243 (ANOVA) und
war somit nicht signifikant.

Im Gegensatz zu den anderen Organen deuteten schon die Vorversuche auf
eine Korrelation der Koloniezahlen von der H6he des Inokulums hin. Deshalb
wurde hier zusatzlich eine getrennte Analyse bei Infektion mit einem hohen und
einem niedrigen Inokulum vorgenommen. Diese Analyse ergab signifikante
Werte fur die Tiere, die mit einem niedrigen Inokulum infiziert wurden (IRS-
gegen NaCl-Gruppe p= 0,0079, ANOVA, NRS gegen NaCl-Gruppe p=0,0106,
ANOVA). Die Unterschiede bei den Tieren mit hohem Inokulum ergab hier
keine Signifikanz (p>0,2549).
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Abbildung 32: Vergleich der log;o (KBE+1/g) in der Milz bei den Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

72



3. Ergebnisse

3.2.2.7 Niere

Wie schon in den Vorversuchen wurden hier die mit Abstand hochsten
Koloniezahlen gefunden. 22 Mause (73 %) der NaCl-Gruppe hatten ein
Wachstum von 10 bis 5,4 x 107 KBE/g (Median=7030).

Im Nierengewebe der NRS-Gruppe wurden bei 26 Mausen (87 %) zwischen 40
und 1,9 x 10’ KBE/g (Median=112840) gefunden.

Die IRS-Gruppe zeigte 19 Tiere (63 %) mit einem Nierenbefall. Es wurden
zwischen 80 und 2,8 x 10" KBE/g gefunden (Median=4241, siehe Abbildung
33).

Die Gruppen unterschieden sich hier z.T. signifikant. Wahrend der Nierenbefall
(log10 (KBE+1/g)) zwischen der NRS- und der IRS-Gruppe mit p=0,0331
(ANOVA) signifikant war, zeigte sich der Unterschied zwischen IRS- und NaCl-
Gruppe bzw. NRS- und NaCl-Gruppe als nicht signifikant (p=0,1136 und
p=0,5725, ANOVA).
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Abbildung 33: Vergleich der logip (KBE+1/g) in der Niere bei den Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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3.2.2.8 Gewichtsverlust

Als Kklinischer Parameter wurde das Gewicht der Mause wahrend der 5 tagigen
Infektion bestimmt (Mittelwert des prozentualen Anteils vom Gewicht zu
Versuchsbeginn +/- Standardabweichung). 5 Tiere der NaCl-Gruppe, 9 der IRS-
Gruppe und 15 der IRS-Gruppe nahmen wahrend der Infektion an Gewicht zu
oder blieben konstant.

Wurden alle Mause zusammen untersucht, war der Gewichtsverlust in der IRS-
Gruppe signifikant niedriger als in den anderen Gruppen (p=0,015, ANOVA).
Die Tiere der IRS-Gruppe wogen noch 98,8 +/- 4,2 % vom Ausgangsgewicht.
Noch starker sahen wir den Gewichtsverlust nach Infektion mit einem hohen
Inokulum, verglichen mit einem niedrigen Inokulum in der NRS- und der NaCl-
Gruppe (p=0,01 und p=0,044, ANOVA). Nach Infektion mit dem hohen
Inokulum war der Gewichtsverlust signifikant niedriger in der IRS-Gruppe, die
noch 97,9 % +/- 3,6 wogen, verglichen mit der NRS-Gruppe, die noch 95,3 +/-
2,9 % (p=0,0364, ANOVA) wogen und verglichen mit der NaCl-Gruppe, die
noch 93,3 +/- 3,3 % (p=0,0004, ANOVA) wogen. Dahingegen war der
Unterschied zwischen der NRS- und der NaCl-Gruppe nicht signifikant
(p=0,1053, ANOVA). Dies ist nachfolgend in Abbildung 34 dargestellt.
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Gewichtsverlust
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Abbildung 34: Vergleich des Gewichtsverlust bei den Immunisierungsgruppen und der
Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalisStamm 1 (in Prozent des
Ausgangsgewichts)

3.2.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der passiven Immunisierung
bei Infektion mit E.-faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

In den Versuchsreihen zur Organmanifestation bei passiver Immunisierung und
Infektion mit der AS+/BS E.-faecalis-Mutante Stamm 1 wurden Kaninchen-1gG-
Titer von 1:20000 +/- 8252 (Mittelwert) gefunden.

Die Unterschiede in der Organmanifestation bei den Organen Herz, Lunge und
Leber waren nicht signifikant in der IRS-Gruppe gegeniber den
Kontrollgruppen. Signifikant niedriger war das Wachstum in den Milzen der IRS-
Gruppe gegenuber der NaCl-Gruppe (p=0,0332, ANOVA), sowie zwischen der
NRS- und der NaCl-Gruppe (p=0,0094, ANOVA). Bei den Nieren waren die
Koloniezahlen (log10 (KBE+1/g)) in der IRS-Gruppe mit p=0,0331 (ANOVA)
signifikant niedriger gegentber der NRS-Gruppe.
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Auch der Gewichtsverlust zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen. Wurden alle Mause zusammen untersucht, war der
Gewichtsverlust in der IRS-Gruppe signifikant niedriger als in den anderen
Gruppen (p=0,015, ANOVA). Die Tiere wogen noch 98,8 +/- 4,2 % vom
Ausgangsgewicht. Noch starker war der Gewichtsverlust nach Infektion mit
einem hohen Inokulum, verglichen mit einem niedrigen Inokulum in der NRS-
und der NaCl-Gruppe (p=0,01 und p=0,044, ANOVA). Nach Infektion mit dem
hohen Inokulum war der Gewichtsverlust signifikant niedriger in der IRS-
Gruppe. Die Tiere wogen noch 979 % +/ 3,6 (in Prozent des
Ausgangsgewichtes) verglichen mit der NRS-Gruppe, die noch 95,3 +/- 2,9 %
wog (p=0,0364, ANOVA) und verglichen mit der NaCl-Gruppe, bei der Tiere
noch 93,3 +/- 3,3 (p=0,0004, ANOVA) wogen. Der Unterschied zwischen der
NRS- und der NaCl-Gruppe nicht signifikant (p=0,1053, ANOVA).

3.2.3 Organmanifestation bei passiver Immunisierung mit AS-

negativer Mutante E. faecalis Stamm 2 - Kontrollversuche

Um auszuschliessen, das durch IRS unspezifische Effekte vermittelt werden,
wurden weitere Versuchsreihen mit der AS—/BS— Mutante E. faecalis Stamm 2
durchgefuhrt. Diese Kontrollversuche fiihrten wir unter exakt denselben
Bedingungen durch wie die passiven Immunisierungen mit der AS+/BS-
Mutante E. faecalis Stamm 1.

Es ist in dieser Versuchsreihe kein Unterschied zwischen den Gruppen zu
erwarten, da die Zielstruktur der Antikorper des IRS bei E. faecalis Stamm 2
nicht exprimiert wird, und somit auch kein Effekt auftreten durfte.

Auch hier wurde immer wieder stichprobenartig eine Phanotypisierung der

E. faecalis — Mutante Stamm 2 (AS—-/BS-) durchgefuhrt.
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3.2.3.1 IgG-Titer der Mause

Wie zuvor bei der passiven Immunisierung und Infektion mit E. faecalis Stamm
1; wurde wieder der Kaninchen-IgG-Titer gegen AS im Mauseblut mittels ELISA
bestimmt. Der Titer in der NaCl und der NRS-Gruppe war erwartungsgemar
<1:50.

In der IRS-Gruppe wurde bei allen Tieren ein Kaninchen-IgG-Titer gegen AS
gefunden. Die Spannbreite lag zwischen 1:16000 und 1:27000 (Mittelwert
1:20385+/-4152). Die Titerhohe war somit gut vergleichbar mit den Titern bei
Infektion mit der AS+ Mutante E. faecalis Stamm 1. Hier betrug der Mittelwert
1:20391 +/- 8252 (siehe Abbildung 35).

Kaninchen IgG-Titer nach passiver Immunisierung
und Infektion mit E. faecalis Stamm 2 -
Kontrollversuche
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Abbildung 35: IgG-Titerverlauf nach passiver Immunisierung und Infektion mit E. faecalis
Stamm 2 (AS-/BS-)
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3.2.3.2 Herz

In der NaCl-Gruppe hatten nur 2 von 10 Tieren (20 %) die Mutante E. faecalis
Stamm 2 im Herzen. Bei einer Maus wurden 50 KBE/g, bei der anderen 6,9 x
10* KBE/g Organgewicht gefunden (Median=0).

Von der NRS-Gruppe zeigte nur eine Maus von 10 (10%) Bakterienwachstum
im Herzen. Hier fanden sich 660 KBE/g (Median=0).

3 von 10 Tieren (30 %) der IRS-Gruppe zeigten einen Befall des Herzens. Die
Koloniezahlen variierten hier zwischen 50 und 2,2 x 10° KBE/g (Median=0,
siehe Abbildung 36).

Der Mann-Whitney U-Test ergab im Vergleich der logio (KBE+1/g) zwischen der
IRS- und der NaCl-Gruppe einen p-Wert von 0,6501, zwischen der IRS- und der
NRS-Gruppe p=0,7055 und schlief3lich zwischen der NRS- und der NaCl-
Gruppe p=0,4274. Erwartungsgemald zeigte sich also keine Signifikanz

zwischen den unterschiedlichen Gruppen (p>0,7055, Mann-Whitney U).
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Abbildung 36: Vergleich der log,o (KBE+1/g) im Herz/g Herzgewebe bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis
Stamm 2 (AS-/BS-)
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3.2.3.3 Lunge

Die NaCl-Gruppe hatte in 2 Fallen (20 %) einen Lungenbefall (840 bzw.

90 KBE/g, Median=0).

Bei der NRS-Gruppe wurde bei 3 von 10 M&ausen (30 %) die Mutante in der
Lunge gefunden. Die Koloniezahlen schwankten zwischen 60 und 250 KBE/g.
Bei einem von 10 Versuchstieren (10 %) der IRS-Gruppe war E. faecalis
Stamm 2 im Lungengewebe nachweisbar (150 KBE/g, Median=0, siehe
Abbildung 37).

Die Unterschiede der logip (KBE+1/g) waren, wie erwartet, auch hier nicht
signifikant. Die IRS-Gruppe verglichen mit der NaCIl-Gruppe ergab einen p-Wert
von 0,7055, die IRS-Gruppe verglichen mit der NRS-Gruppe einen p-Wert von
0,4727 und schlieB3lich die NRS-Gruppe verglichen mit der NaCl-Gruppe einen
p-Wert von 0,7624 (Mann-Whitney U). Die absoluten Zahlen der KBE/g lagen

vergleichbar hoch wie bei der Infektion mit E. faecalis Stamm 1.
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Abbildung 37: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Lunge bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis
Stamm 2 (AS-/BS-)
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3.2.3.4 Leber

Wie auch bei Infektion mit der AS-positiven Mutante, fand sich in den
Kontrollversuchen eine gleichmalfige Verteilung des Bakterienbefalls in der
Leber bei allen 3 Versuchsgruppen (siehe Abbildung 38).

Die Mause der NaCl-Gruppe hatten in 9 von 10 Fallen (90 %) einen Leberbefall.
Die absoluten Zahlen schwankten zwischen 70 KBE/g und 2,5 x 10° KBE/g
(Median=156).

In der NRS-Gruppe fand sich bei allen 10 Mausen (100 %) ein Befall (zwischen
470 und 6,6 x 10° KBE/g, Median=3629).

Auch in der IRS-Gruppe hatten alle Mause (100 %) die Mutante in der Leber
(zwischen 980 und 4,3 x 10° KBE/g, Median=2108).

Die Unterschiede logio (KBE+1/g) der zwischen der IRS- und der NaCl-Gruppe
(p=0,6053), der IRS- und der NRS-Gruppe (p=0,2305), sowie der NRS- und der
NaCl-Gruppe (p=0,3647) waren, wie zu erwarten, nicht signifikant (ANOVA).
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Abbildung 38: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in der Leber bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis
Stamm 2 (AS-/BS-)
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3.2.3.5 Milz

Die Kontrollversuche ergaben auch hier bei fast allen Tieren einen Organbefall.
In der NaCl-Gruppe fand sich bei 4 von 10 M&ausen (40 %) die Mutante

E. faecalis Stamm 2. Der niedrigste Befall betrug 30 KBE/g, der hochste Befall
fand sich bei einer Maus mit 1,8 x 10° KBE/g (Median=156).

Die NRS-Gruppe hatte in der Halfte der Félle (5 von n=10) einen Milzbefall. Hier
variierten die absoluten Zahlen zwischen 20 KBE/g und 1,2 x 10° KBE/g
(Median=10).

In der IRS-Gruppe hatten sogar 9 von 10 Mausen (90 %) einen Milzbefall
(zwischen 20 und 310 KBE/g, Median=56, siehe Abbildung 39).

Der Unterschied der logip (KBE+1/g) zwischen den einzelnen Gruppen war
wiederum nicht signifikant (IRS- gegen NaCl-Gruppe p=0,3081, IRS- gegen
NRS-Gruppe p=0,0989, NRS- gegen NaCl-Gruppe p=5920, ANOVA).
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Abbildung 39: Vergleich der logio (KBE+1/g) in der Milz bei den Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 2 (AS-/BS-)
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3.2.3.6 Niere

Die NaCIl-Gruppe zeigte in allen Fallen (n=10) einen Nierenbefall. Dieser betrug
zwischen 160 KBE/g und 2,4 x 10" KBE/g (Median=45823).

In der NRS-Gruppe fanden sich 6 von 10 Tieren (60 %) mit der Mutante im
Nierengewebe (zwischen 2,1 x 10* und 3 x 10® KBE/g, Median=22068).

In der IRS-Gruppe war schlief3lich bei 8 von 10 Tieren (80 %) ein Nierenbefall
nachzuweisen. Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro Gramm
Organgewicht schwankte hier zwischen 1,8 x 10* und 45 x 10° (Median=32837,
siehe Abbildung 40). Verglichen mit dem Median von 4241 KBE/g der IRS-
Gruppe bei Infektion mit der AS+/BS— Mutante E. faecalis Stamm 1, lagen die
Werte in den Kontrollversuchen um ein Vielfaches hoher. Auch war der
Nierenbefall in der Immunisierungsgruppe mit 80 % in den Kontrollversuchen
gegentber 63 % bei Infektion mit E. faecalis Stamm 1.

Der Unterschied der logip (KBE+1/g) zwischen der IRS- und der NaCl-Gruppe
betrug p=0,3257, zwischen der IRS- und der NRS-Gruppe p=0,5995 und
zwischen der NRS- und der NaCl-Gruppe p=0,1805 (ANOVA).
Erwartungsgemal erbrachte die Untersuchung des Nierengewebes somit
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p>0,1805, ANOVA).
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Niere
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Abbildung 40: Vergleich der log,o (KBE+1/g) in den Nieren bei den
Immunisierungsgruppen und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis
Stamm 2 (AS-/BS-)

3.2.3.7 Gewichtsverlust

Wie auch schon bei Infektion mit der AS+ Mutante E. faecalis Stamm 1 wurde
in den Kontrollversuchen der Gewichtsverlauf wahrend der

5-tagigen Infektion beobachtet. Das Gewicht wird jeweils als Mittelwert des
prozentualen Anteils vom Gewicht zu Versuchsbeginn +/- Standardabweichung
angegeben.

Das mittlere Gewicht der NaCl-Gruppe betrug am Tag der Organentnahme
noch 91,1 +/- 7,2 %, das mittlere Gewicht der NRS-Gruppe noch 92,4 +/- 5,5 %
und das mittlere Gewicht der Mause der IRS-Gruppe noch 91,3 +/- 3,7 % des
Ausgangsgewichts. Die Tiere der NaCl-Gruppe nahmen alle an Gewicht ab. Die
Tiere der NRS- Gruppe hatten in 2 Fallen (20 %), die der IRS-Gruppe in einem
Fall (10 %) eine Gewichtszunahme bzw. Gewichtskonstanz (siehe Abbildung
41).
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Der Vergleich zwischen den Immunsierungsgruppen ergab auch hier keine
signifikanten Unterschiede (p=0,8612, ANOVA).
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Abbildung 41: : Vergleich des Gewichtsverlust bei den Immunisierungsgruppen und der
Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalisStamm 2 (in Prozent des
Ausgangsgewichts)

3.2.3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der passiven Immunisierung
bei Infektion mit E.-faecalis Stamm 2 (AS-/BS-)

Zusammenfassend zeigte sich bei der passiven Immunisierung und Infektion
mit der AS—/BS— Mutante E. faecalis Stamm 2 ein vergleichbares Ausmali des
Organbefalls und des Gewichtsverlustes wie bei der AS+/BS— Mutante E.
faecalis Stamm 2. Erwartungsgemal war hier jedoch kein Effekt des IRS zu
entdecken. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich somit
nicht.
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3.3 Aktive Immunisierung — Infektion mit der AS-

positiven Mutante E. faecalis Stamm 1

3.3.1 Aktive Immunisierung

Insgesamt wurden 30 M&ause aktiv mit AS immunisiert. Als Vergleichsgruppe
erhielten 30 Mause BSA. Zusatzlich erhielten 10 Mause als Kontrollgruppe
NaCl nach demselben Schema. Ziel war es, den Mausen pro Immunisierung

10 ng der jeweiligen Substanz zu verabreichen. Von den Tieren der AS-Gruppe
erhielten 10 Tiere 1,85 ng AS pro Immunisierung intraperitoneal, 20 erhielten
9,5 ng AS pro Immunisierung intravents. 10 Tiere der BSA-Gruppe erhielten
12,7 ng BSA pro Immunisierung intraperitoneal, 20 Tiere erhielten 13,6 ng BSA
pro Immunisierung. Die intraperitoneale Injektion bei einigen Tieren mussten wir
als Alternative zu Injektion in die Schwanzevenen nehmen, da die Punktion der
Schwanzvenen auf Grund der multiplen Injektionen z.T. unmdglich gweorden
war. Die Proteine wurden in 200 m sterilem PBS + Calcium geldst. Die NaCl-
Gruppe als Aquivalenzdosis 200 ni sterile NaCl-Lésung. Infiziert wurden 10
Mause mit 9,6 x 10° KBE, 10 M&use mit 7,6 x 10°® KBE und 10 M&use mit 7,5 x
10" KBE.

3.3.2 Organmanifestation

3.3.2.1 IgG-und IgM-Titer

Bei allen Mausen wurde nach der zweiten Immunisierung vendses Blut aus der
Schwanzvene abgenommen. Mittels ELISA wurde von allen Tieren der IgG
Titer gegen AS mit Anti-Maus-1gG-Antikérpern bestimmt. Bei 20 Mausen wurde
zusatzlich der IgM-Titer mit Anti-Maus-IgM-Antikérpern bestimmt. Bei 10

Mausen wurde nach der 3. Immunisierung Blut abgenommen und jeweils der
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IgG- bzw. der IgM-Titer bestimmt. Die Titerbestimmung bei den Mausen der
NaCl-Gruppe beschréankte sich auf den Tag der Organentnahme. Die Titer sind
als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben.

Es wurden Verdiunnungsstufen von 1:50 bzw. 1:100 hergestellt, wenn nicht
ausreichende Mengen Blut fur diese Verdunnungsstufe gewonnen werden
konnte. Die Bestimmung der IgM-Titer erbrachte in der BSA-Gruppe bei 20
Mausen Titer < 1:50 und bei 10 Mausen < 1:100 bei allen Blutabnahmen (siehe
Abbildung 42).

Die Mause der AS-Gruppe hatten bei der ersten Blutabnahme IgM-Titer von
1:220 +/- 304. Am Tag der Organentnahme wurden dann IgM-Titer von

1:300 +/- 683 bestimmt.Der IgG-Titer zu denselben Zeitpunkten betrug 1:17000
+/- 23769 bei der ersten Blutabnahme, 1:20000 +/- 146943 bei der zweiten
Blutabnahme und schlieflich 1:150000 +/- 191622 am Tag der Organentnahme
(siehe Abbildung 43). Die Titer der NaCl-Gruppe am Tag der Organentnahme
betrug in 8 Fallen <1:25 und in 2 Fallen <100, da auch hier nur diese niedrigste

Verdunnungsstufe moglich war.

IgM Titer (Mittelwert)

Infektion mit E. faecalis Stamm 1

800 -
E 743
700 3 L

600 3
500 -
400 3

300 83
200 O\K
100 3
0] 0

IgM-Titer

1. Blutabnahme 2. Blutabnahme Tag der
Organentnahme

—o—IgM

Abbildung 42: IgM-Titerverlauf als Mittelwert wahrend der aktiven Immunisierung und
Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
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Abbildung 43: IgG-Titerverlauf als Mittelwert wahrend der aktiven Immunisierung und
Infektion mit E. faecalisStamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.2 Herz

Die BSA-Gruppe zeigte in 10 von 30 (30 %) einen Enterokokken-Befall
(zwischen 40 und 1,2 x 10° KBE/g Organgewicht, Median=1), die AS-Gruppe in
14 von 30 Tieren (46 %, 35 bis 7,6 x 10° KBE/g Organgewicht, Median=1) und
die NaCl-Gruppe in 4 von 10 (40 %, 50 bis 7,4 x 10° KBE/g Organgewicht,
Median=1, siehe Abbildung 44). Der Unterschied der logio (KBE+1/g) war nicht
signifikant (p>0,3281, Mann-Whitney U).

Der Vergleich der Gruppen untereinander ergab bei Vergleich der logio
(KBE+1/g) der AS- gegen die BSA-Gruppe einen p-Wert von 0,3281, AS-
gegen die NaCl-Gruppe p=0,6619 und BSA- gegen die NaCl-Gruppe p=0,6759
(Mann-Whitney U).
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Abbildung 44: Vergleich der logip (KBE+1/g) Herz der aktiven Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.3 Lunge

In der BSA-Gruppe hatten 11 von 30 (37 %, 35-596 KBE/g Organgewicht,
Median=1), in der AS-Gruppe 11 von 30 (37 %, 40 bis 7,6 x 10° KBE/g
Organgewicht, Median=1) und in der NaCl-Gruppe 2 von 10 (20 %, 120 bis 560
KBE/g Organgewicht, Median=1) einen Befall des Lungengewebes mit

E. faecalis Stamm 1 (siehe Abbildung 45). Auch hier fand sich kein signifikanter
Unterschied in den logio (KBE+1/g) (p>0,2003, Mann-Whitney U).

Der Vergleich der logio (KBE+1/g) der AS- mit der BSA-Gruppe mit dem Mann-
Whitney UTest ergab mit p=0,4529 keine Signifikanz. Ebenso der Vergleich
der AS- mit der NaCl-Gruppe (p=0,2003) und der BSA- mit der NaCl-Gruppe
(p=0,7247).
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Abbildung 45: Vergleich der log,o (KBE+1/g) Lunge der aktiven Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.4 Leber

In der Leber fand sich eine homogene Verteilung der bakteriellen Absiedlung.
So fanden sich bei fast allen Mausen, mit Ausnahme von 2 Mausen (7 %) in der
AS-Gruppe, die Mutante E. faecalis Stamm 1. Die Zahl der KBE/g
Organgewicht schwankte zwischen 80 und 1,1 x 10® (Median=1121) in der BSA-
Gruppe, zwischen 50 und 2 x 10* (Median=356) in der AS-Gruppe und
zwischen 100 und 930 (Median=324) in der NaCl-Gruppe (siehe Abbildung 46).
Der Vergleich der logio (KBE+1/g) in den Immunisierungsgruppen, ergab auch
hier keine signifikanten Unterschiede (p>0,3827, ANOVA).
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Abbildung 46: Vergleich der logio (KBE+1/g) Leber der aktiven Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.5 Milz

In der BSA-Gruppe fand sich bei 19 von 30 Mausen (63 %) die Mutante

E. faecalis Stamm 1. Die Zahl der KBE/g Organgewicht schwankte hier
zwischen 30 und 1,6 x 10* (Median=40).

In der AS-Gruppe hatten 21 Méause von 30 (70 %) die Mutante in der Milz. Der
niedrigste Befall betrug 30, der héchste 1,4 x 10* KBE/g Organgewicht

(Median=57).

In der NaCIl-Gruppe schlief3lich hatten 9 von 10 (90 %) einen Organbefall. Die
absoluten Zahlen schwankten hier zwischen 30 und 110 KBE/g Organgewicht
(Median=52, siehe Abbildung 47).
Mit dem ANOVA-Test wurden die logio (KBE+1/g) der einzelnen Gruppen

untereinander verglichen. Der Vergleich der AS- mit der BSA-Gruppe ergab
einen p-Wert von 0,6115, der Vergleich der AS- mit der NaCl-Gruppe p=0,8004
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und schlieB3lich der Vergleich der BSA- mit der NaCFGruppe p=0,913. Damit

ergaben sich wiederum keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 47: Vergleich der log,o (KBE+1/g) Milz der aktiven Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.6 Niere

Wie schon bei der passiven Immunisierung und den Vorversuchen fanden sich

hier mit Abstand die héchsten Keimzahlen. In der BSA-Gruppe hatten 24 von
30 Mausen (80 %) Enterokokken im Nierengewebe (60 bis 1,5 x 10’ KBE/g

Organgewicht, Median=47056), in der AS-Gruppe waren es 27 von 30 (90 %,
30 bis1,9 x 107" KBE/g Organgewicht, Median=102422) und in der NaCl-Gruppe
waren es 6 von 10 Mausen (60 %, 3,9 x 10 bis 4,8 x 10° KBE/g Organgewicht,
Median=15274, siehe Abbildung 48).
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Der Unterschied der logip (KBE+1/g) bei Vergleich der AS- mit der NaCl-
Gruppe war mit p=0,05, ANOVA, signifikant. Beim Vergleich der restlichen
Gruppen ergaben sich keine signifkanten Unterschiede (p>0,1293, ANOVA).
Eine Abh&ngigkeit des Nierenbefalls von der Hohe der IgG-Titer fand sich nicht
(R>=0,0134).
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Abbildung 48: Vergleich der logio (KBE+1/g) Niere der aktiven Immunisierungsgruppen
und der Kontrollgruppe 5 Tage nach Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

3.3.2.7 Gewichtsverlust

Die Méause in der BSA-Gruppe hatten am Tag der Organentnahme noch ein
Gewicht von 94,8 +/- 4,2 % (Mittelwert +/- Standardabweichung) des
Ausgangsgewichts vor der Infektion. Vier Tiere zeigten eine Gewichtszunahme.
In der AS-Gruppe hatten die Tiere noch ein Gewicht von 96,2 +/- 2,5 % wobei
eine Maus im Gewicht konstant blieb. Die Mause der NaCl-Gruppe hatten noch
ein Gewicht von 94,6 +/- 3,8 % (siehe Abbildung 49).

Der Gewichtsverlust der Mause wéahrend der 5tagigen Infektion unterschied
sich nicht signifikant voneinander. Der ANOVA-Test ergab im Vergleich der AS-
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mit der BSA-Gruppe einen p-Wert von 0,4557, im Vergleich der AS- mit der
NaCl-Gruppe p=0,2174 und schliel3lich im Vergleich der BSA- mit der NaCl-
Gruppe p=0,8764.

Eine Abhangigkeit des Gewichtsverlustes mit der der Ho6he der IgG-Titer
bestand nicht (R°=0,0241).

104,0
102,0
100,0

98,0

&
e é;

I

&

T 10

<O Nacl
— Median NacCl

OBSA
Median BSA

AAS

—Median AS

92,0
90,0
88,0
86,0
84,0

>

Gewichtsverlust (% des
Ausgangsgewichts)

O | OO

NaCl BSA AS

Abbildung 49: Gewichtsverlust der Mause nach aktiver Immunisierung, 5 Tage nach
Infektion mit E. faecalisStamm 1 (AS+/BS-) in Prozent des Ausgangsgewichts

3.3.2.8 Zusammenfassung der Ergebisse der aktiven Immunisierung und
Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)

Die Versuche zur aktiven Immunisierung und Infektion mit E. faecalis Stamm 1
zeigten einen vergleichbaren Organbefall in den unterschiedlichen
Versuchsreihen. Die IgM-Titer waren am Tag der Organentnahme im Mittel
1:300 +/- 683, die IgG-Titer 1:150000 +/- 191622.
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Als Ausdruck des protektiven Effektes der Antikdrper in den Nieren konnten wir
signifikante Reduktion der Bakterienzahl bei der AS-Gruppe gegenuber der
NaCl-Kontrollgruppe beobachten (p=0,05, ANOVA). Die Anzahl der KBE in den
Ubrigen Organen und der Gewichtsverlust unterschieden sich nicht signifikant

voneinander.

3.4 Milzgewicht bei Injektion von Kaninchenserum

Im Laufe der Versuche fiel auf, dass die Milzgré3e und auch das Milzgewicht
der Mause in den unterschiedlichen Gruppen zum Teil erheblich differierten. Bei
gemeinsamer Betrachtung aller Gruppen, also der Infektion mit E. faecalis
Stamm 1 und Stamm 2 hatten die Mause der NaCl-Gruppen nach Infektion mit
einer der beiden Mutanten im Mittel ein Milzgewicht von 0,155 g +/- 0,031, die
der NRS-Gruppen ein Milzgewicht von 0,223 g +/- 0,056 und die der IRS-
Gruppen ein Milzgewicht von 0,21 g +/- 0,052 (siehe Abbildung 50).

Bei Betrachtung der Gruppen nach Infektion mit einem hohen Inokulum von

E. faecalis Stamm 1 hatten die Mause der NaCl-Gruppe im Mittel ein
Milzgewicht von 0,157 g +/- 0,027, die der NRS-Gruppe ein Milzgewicht von
0,226 g +/- 0,040 und die der IRS-Gruppe ein Milzgewicht von 0,225 g +/- 0,028
(siehe Abbildung 51). Auch der makroskopische Aspekt zeigte eine deutliche
GroRenzunahme des gesamten Organes bei den Tieren, die zuvor mit
Kaninchenserum immunisert wurden. Der statistische Unterschied zwischen der
IRS- und der NaCl-Gruppe, sowie zwischen der NRS- und der NaCl-Gruppe
war mit p<0,001 statistisch signifikant (ANOVA). Dahingegen unterschieden
sich die Mause der IRS-Gruppe nicht signifikant von den Mausen der NRS-
Gruppe (p=0,3535, ANOVA).

Nach dieser Beobachtung untersuchten wir noch den Unterschied des

Milzgewichtes bei Gabe eines niedrigen Inokulums. Bei Gabe eines hohen
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Inokulums betrug das Milzgewicht in der IRS-Gruppe 0,225 g +/- 0,028
gegeniber 0,154 g +/- 0,032 bei Gabe des niedrigen Inokulums. Dieser
Unterschied war signifikant niedriger (p<0,0001, ANOVA). Vergleicht man nun
die Gabe des niedrigen Inokulums in der IRS-Gruppe noch mit der NaCl-
Gruppe ergibt sich kein signifikanter Unterschied (p=0,1379, ANOVA).

In der NRS-Gruppe betrug das Milzgewicht nach Gabe des niedrigen Inokulums
noch 0,185 g +/- 0,061. Dies war ebenfalls signifikant niedriger gegentuber der
Gabe des hohen Inokulums (p=0,0004, ANOVA). Bei Vergleich der NRS-
Gruppe mit niedrigem Inokulum mit NaCl-Gruppe zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p=0,0003, ANOVA).

Diese Beobachtungen fuhrte dazu, jeweils 5 Mause dreimal mit NRS zu
immunisieren und als Kontrollgruppe 5 Méausen dreimal NaCl zu injizieren, ohne
diese Tiere jedoch zu infizieren. Nach der 5tagigen Inkubationszeit nach der
letzten Immunisierung wurde das Milzgewicht bestimmt.

Hierbei ergab sich in der NaCl-Gruppe ein durchschnittliches Milzgewicht von
nur 0,07 g +/- 0,011 und in der NRS-Gruppe von nur 0,139 g +/-0,027 (siehe
Abbildung 52). Dieser Unterschied war mit p=0,0046 (ANOVA) ebenfalls
signifikant. Das Gesamtkorpergewicht war bei allen Mausen vergleichbar und
zufallig ausgewahlt.

Zusammenfassend zeigte sich bei Mausen, denen Kaninchenserum gespritzt
eine deutliche Splenomegalie. Noch ausgepragter war diese bei den Tieren, die

zuséatzlich mit Enterokokken infiziert wurden.
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Mittelwert Milzgewicht: Infektion mit E. faecalis
Stamm 1 und Stamm 2
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Abbildung 50: Mittelwert des Milzgewichts nach passiver Immunisierung und nach

Infektion mit E. faecalisStamm 1 und Stamm 2

Mittelwert Milzgewicht - Infektion mit hohem Inokulum
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Abbildung 51: Mittelwert des Milzgewichts nach passiver Immunisierung und nach

Infektion mit einem hohen Inokulum von E. faecalisStamm 1
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Mittelwert Milzgewicht: keine Infektion
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Abbildung 52: Mittelwert des Milzgewichts nach passiver Immunisierung ohne
nachfolgende Infektion
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4 Diskussion

Enterokokken-Infektionen gehéren zu den wachsenden Problemen
insbesondere bei Intensivpatienten, immunsupprimierten Patienten und bei
Neugeborenen [5]. Die Letalitdt der Enterokokken-Bakteriamien wird
mittlerweile mit Gber 40 % beziffert, und die Therapie—Optionen sind
insbesondere bei multiresistenten Enterokokken deutlich eingeschrankt [8, 29].
Die Zunahme an multiresistenten Enterokokkenstammen erfordert ein
Umdenken in der Therapie und das Erarbeiten effektiver Alternativen. Viele
Arbeiten beschéftigten sich mit der Préavention, sowie mit medikamentds
antibiotischen Therapien der Infektionen. In dieser Arbeit wurde die Méglichkeit
von aktiven und passiven Immunisierungen gegen das Oberflachenprotein AS
von E. faecalis in vivo getestet.

Wir entwickelten ein Maus-Sepsis-Modell in dem wir zeigen wollten, dass die
Rolle opsonierender Antikdrper bei Enterokokkeninfektionen bisher unterschatzt
wurde [77-79]. Durch intravendse Infektion der Versuchstiere mit AS-
exprimierenden E.-faecalis-Mutanten (E. faecalis Stamm 1) und vorhergehende
passive Immunisierung mit Kaninchenserum konnte eine signifikante Reduktion
der Bakterienlast in den Nieren der infizierten Tiere und eine Reduktion des
Gewichtsverlustes beobachtet werden. Die aktiven Immunisierungen erbrachten
einen signifikanten Unterschied in der Reduktion der Enterokokkenzahl in den
Nieren, jedoch keine Verringerung des Gewichtsverlustes.

In den Lungen, Lebern und Herzen der Tiere beobachteten wir weder bei den
passiven noch bei den aktiven Immunisierungen eine signifikante Reduktion der

Enterokokkenzahl.

4.1 Methodik

Zunachst mussten jedoch methodische Fragestellungen in speziellen
Versuchen bearbeitet werden. So wussten wir schon zu Beginn der Arbeit, dass

die Interaktion von AS und BS zu einer Klumpungsreaktion im Nahrmedium
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fuhrte. Dies machten wir uns zum einen bei der Phanotypisierung der einzelnen
Mutanten zu Nutze, zum anderen stellte es uns vor das Problem, dass das
Auszéhlen der Kolonien auf den Agarplatten moglicherweise zu falsch-niedrigen
Ergebnissen fuhrt. Verwendet wurden die Stdmme E. faecalis Stamm 1
(AS+/BS-), Stamm 2 (AS—-/BS), Stamm 3 (AS+/BS+) und Stamm 4 (AS—/BS+).
Diese sind schon in friheren Arbeiten zu biochemischen Fragestellungen,
insbesondere der Expression ihrer Oberflachenproteine und Virulenzfaktoren
AS und BS verwendet worden [56, 58, 77].

Die Exprimierung der AS und der BS fuhrt zu verbesserten Zell-zu-Zell-
Kontakten [52-56, 58, 77]. Makroskopisch zeigt sich dieser Kontakt als eine
Klumpungsreaktion in der Nahrlésung. Als Methoden, diese Reaktion
aufzuheben verwendeten wir das Rutteln auf dem  Schittelmixer, die
Behandlung mit dem Ultraschall-Homogenisator und die Verdlinnung der
konzentrierten Stammldsung. Es zeigte sich, dass die Klumpung allein durch
eine dieser Methoden nicht reversibel war. Das beste Resultat erhielten wir
nach Behandlung einer 1:10-Verdinnung der Stammldsung 2 Minuten auf dem
Schittelmixer und anschliessender 2-minitiger Behandlung mit dem
Ultraschall-Homogenisator. Getestet wurde dieses Verfahren bei Kombination
von Mutanten, die jeweils eine der beiden Strukturen AS oder BS exprimierten,
und der AS+/BS+ -Mutante E. faecalis Stamm 3, die schon zuvor bei alleinigem
Wachstum die starkste Klumpung zeigt. Der Erfolg wurde jeweils unter dem
Lichtmikroskop beurteilt. Wichtig war, dass es auch nach 2 Minuten Ultraschall
zu keiner thermischen Schéadigung der Bakterien kam. Der Erfolg wurde durch
vorhergehende und nachfolgende Konzentrationsbestimmungen mittels
Verdiinnungsreihen Uberprift. Dieses Vorgehen wurde standardisiert fur alle
Versuche beibehalten. Ein weiteres Problem stellte das Einfrieren der
Bakterien-Stammldsungen dar. Um sicher zu gehen, dass die Bakterienstamme
in den spateren Versuchen auch nach Auftauen aus —80 °C noch vital waren,

wurden diese nach dem Auftauen erneut angeziichtet und die erhaltenen
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Konzentrationen mit den urspringlichen verglichen. Diese stimmten vorher und
nachher Uberein.

Durch diese Versuche konnten wir sicherstellen, dass alle nachfolgenden
Versuche bezlglich Auszahlung koloniebildender Einheiten richtig sind, und
dass keine Interferenzen oder Storfaktoren, wie ein Absterben der
Enterokokken durch wiederholtes Einfrieren oder Klumpungsreaktionen zu
erwarten waren.

Weiterhin  beschaftigten wir uns mit der Organmanifestation der
Enterokokkenstamme E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-) und Stamm 2 (AS-/BS-),
um festzustellen, welche Mutante uns in den spateren Versuchen als
Vergleichsgruppe ohne Exprimierung der AS dienen konnte. Untersucht wurden
Blut, Herz, Lunge, Leber, Milz und Nieren der Versuchstiere auf
Enterokokkenwachstum nach intraventser Infektion. Es ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Stdmmen, weder bei Verabreichung
eines hohen, noch bei Verabreichung eines niedrigen Inokulums. Die hochsten
Zahlen fanden sich bei beiden Gruppen in den Nieren unabhéangig davo ob AS
exprimiert wurde oder nicht. Dies entspricht auch der klinischen Relevanz, da
Enterokokken bevorzugt Harnwegsinfekte bzw. Infekte im Urogenitaltrakt
auslosen konnen [4-6, 8, 9]. Dies deckt sich nicht mit friheren Beobachtungen
in vitro, dass eine erleichterte Adhé&renz an Nierentubuluszellen bei
Vorhandensein von AS zu bestehen scheint. In der Arbeit von Kreft et al. wurde
die Rolle der AS bei der Bindung an eukaryote Zellen untersucht. Verwendet
wurden Tubuluszellen von Schweinen, die zuvor mit Formalin als Einzelschicht
fixiert wurden. Zwei Erklarungsmodelle wurden hierfir geliefert. Die favorisierte
Erklarung ist, dass die Adharenz als Folge spezifischer Interaktionen zwischen
dem Adhéasin AS und den Tubuluszellen zu sehen ist. Ein anderes
Erklarungsmodell sieht die Adharenz als Folge einer unspezifischen Bindung
von E. faecalis mit konsekutiver Bindung an schon adharente Bakterien Uber

die AS. Es wurde gezeigt, dass E .-faecalis-Stamme mit AS-Exprimierung sich
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in héherem Male an Nierentubuluszellen anlagern als E.-faecalis-Stdmme
ohne AS-Exprimierung [62].

Eine Erklarung fur den hohen Befall der Nieren in allen Infektionsgruppen ware
ein Dosiseffekt bei Injektion eines sehr hohen Inokulums, und die sicherlich
anderen Grundvorraussetzungen bei unserem Modell in vivo gegenuber den in
vitro-Versuchen an einer Formalin-fixierten Zellschicht. Eine Veranderung der
Oberfachenrezeptoren der Tubuluszellen wurde schon damals diskutiert [62)].
Um eine Exprimierung von AS bei der AS— -Mutante E. faecalis Stamm 2
wahrend der Versuche auszuschliessen, testeten wir die aus den Organen
angezichteten Stamme erneut auf ihren Phanotyp. Es ergab sich hierbei
jedoch in keinem Fall ein Nachweis der AS.

Wichtig for uns war, dass die verschiedenen Phanotypen einerseits
gleichermassen in den Organen wiederzufinden sind, und dass andererseits
sichergestellt ist, dass sich der Phénotyp der E. faecalis-Mutanten im Laufe der
Zeit nicht &ndert; beides konnte bestatigt werden.

Auf  Grund dieser Ergebnisse entschlossen wir uns fur die
Immunisierungsversuche die beiden Mutanten E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS-)
und als Vergleichsgruppe E. faecalis Stamm 2 (AS—-/BS-) zu verwenden, da
hier eindeutig auszuschliessen war, dass der Phénotyp bei allen Versuchen

unverandert blieb und die Ergebnisse vergleichbar blieben.

4.2 Praformierte Antikdrper

Da Enterokokken zur physiologischen Darmflora von Menschen und Tieren
gehoren [1, 3, 4] mussten wir ausschliessen, dass das von uns verwendete
NRS fur die Vergleichsgruppe schon praformierte Antikdrper gegen
Enterokokken-AS besal3, bzw. dass das Kaninchen fir die spatere Herstellung
des IRS schon Antikérper gegen AS besal3. Als NRS diente uns das Serum des

Kaninchens, dass wir spater fur die Immunisierung gegen AS verwendeten. Vor

101



4. Diskussion

Beginn der Versuche liessen wir uns Serum von 10 unterschiedlichen
Kaninchen zusenden, um diese im ELISA

auf das Vorhandensein praformierter Antikdrper gegen AS zu testen. Es zeigten
sich in der Tat bei einigen Individuen leicht erhdhte Antikorper-Titer von bis zu
1:25. Fir die spatere Herstellung des IRS suchten wir ein Individuum ohne
Antikdrper gegen AS aus.

Ebenfalls grossen Wert legten wir auf die Tatsache, dass das verwendete NRS
nur von einem Individuum stammte. Bei Verwendung von gepooltem
Kaninchenserum, wie es sonst im Handel angeboten wird, erschien uns die
Gefahr zu grof3, eine unuberschaubare Vielfalt von Antikérpern mit folgender
Kreuzreaktivitdt und unspezifischen Bindungen zu erhalten. Dieses Serum
wurde im ELISA vorher auf Antikbrper gegen AS untersucht, und keine
Antikorper gegen AS gefunden. Nicht ausschliessen lasst sich in unserem
Versuchsaufbau jedoch das Vorhandensein von Antikdrpern gegen andere

Enterokken-Oberflachenantigene.

4.3 Immunisierungsversuche

Nach Ausschluss methodischer Stérfaktoren beschéftigten wir uns mit den
eigentlichen passiven Immunisierungsversuchen. Als Erweiterung zu den
Arbeiten von Huebner et. al [84] Uberpriften wir als Erfolgskontrolle die
Mauseseren auf praformierte Antikorper bzw. ausreichende Antikorper-Titer
gegen AS nach Immunisierung mit heterologem Serum. So wurde nach der
dritten und letzten Immunisierung den M&usen Blut entnommen, und mittels
ELISA die Hohe der Titer bestimmt. Auf diese Weise stellten wir sicher, dass
alle Tiere einen Titer von Kaninchen-IgG-Antikrpern gegen AS hatten. Alle
Tiere zeigten hohe Titer mit Werten von bis zu 1:33917 (Mittelwert 1:20391 +/-
8252). Auf diese Weise konnten wir sicherstellen, dass ein mdglicher Effekt

allein auf die Interaktion der Antikdrper mit AS zurtickzufiihren ware.
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Wie schon bei den Versuchen zu den Organmanifestationen, fanden wir auch
bei den Immunisierungsversuchen die hochsten Koloniezahlen von
Enterokokken in den Nieren. In unseren Immunisierungsversuchen erreichten
wir eine signifikante Reduktion der Bakterienzahl in den Nieren der Tiere, die
immunes Kaninchenserum (IRS-Gruppe) erhielten, gegeniber der NRS-
Gruppe.

Ebenfalls signifikant war die Reduktion der Bakterienzahl in den Milzen bei
Injektion eines niedrigen Inokulums. Es fanden sich signifikant weniger
Bakterien pro Gramm Organ in der IRS-Gruppe gegenuber der NRS-Gruppe.,
Bei Gabe eines hohen Inokulums jedoch zeigten sich in der IRS-Gruppe und
NRS-Gruppe vergleichbare Ergebnisse.

Schon zu Beginn der Immunisierungsversuche fiel nebenbefundlich eine
erhebliche Diskrepanz der makroskopisch erkennbaren Milzgrésse, sowie des
Milzgewichtes der Versuchstiere auf. Schnell fand sich der Zusammenhang
zwischen der Milzgrésse und der vorherigen Immunisierung mit IRS und NRS.
Insbesondere die Tiere, die ein hohes Inokulum erhalten haben und mit einem
der Kaninchenseren immunisiert worden sind, zeigten eine Splenomegalie
gegenuber den Tieren die nur NaCl oder ein niedriges Inokulum erhalten
haben. Noch ausgepragter zeigte sich die Zunahme des Milzgewichtes bei
Immunisierung bzw. Injektion mit einem Kaninchenserum (IRS oder NRS) und
zusatzlicher Infektion mit E. faecalis. Diese Beobachtung wurde zuvor schon in
Endokarditis-Versuchen mit Kaninchen gemacht [76, 94]. Eine Erklarung daftr
wurde jedoch nicht gegeben und die Splenomegalie als allgemeines
Krankheitsmerkmal gewertet. Auf Grund dieser Beobachtung entschlossen wir
uns, eine kleine Versuchsreihe mit 10 Mausen durchzufihren, bei denen wir 5
Tieren Kaninchenserum und 5 Tieren NaCl als Kontrollgrupe injizierten und die
Milzen ohne Infektion untersuchten. Es konnte hier zwar eine leichte Zunahme
der Milzgrésse beobachtet werden, das Ausmal3 der Splenomegalie nach einer
Enterokokken-Infektion konnte jedoch langst nicht beobachtet werden. Die

Injektion des Kaninchenserums kann den Effekt auf die Milzgré3e somit
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teilweise erklaren. Ob dies dartiber hinaus auf eine spezielle Rolle der Milz bei
Enterokokken-Infektionen hinweist mul3 offen bleiben. Auffallend war jedoch,
dass die Zunahme der Milzgrésse am starksten nach der Infektion mit
Enterokokken zu sehen war.

In den Herzen der Versuchstiere fanden wir bei etwa einem Viertel der Tiere ein
Enterokokkenwachstum. Bei zwei Tieren fanden wir sehr hohe Zahlen
koloniebildender Einheiten im Herzen. In friheren Studien konnte gezeigt
werden, dass E. faecalis in der Lage ist, sich auf dem Endokard von
Herzklappen anzusiedeln und somit eine Pradilektionsstelle fur E. faecalis zu
bilden. Der Verdacht auf eine Endokarditis bzw. Perimyokarditis liegt daher
nahe [56, 60, 62, 63, 68]. Einen histologischen Beweis dafur haben wir nicht, da
unsere Studie fur diese Untersuchungen nicht ausgelegt war. Bei den friher
durchgefuhrten Studien zur Endokarditisentwicklung im Kaninchenmodell wurde
zuvor eine Lasion an den Herzklappen gesetzt [76], was bei unseren Versuchen
nicht der Fall war. Der Befall des Herzens in der IRS-Gruppe war in der
Tendenz niedriger als in den Kontrollgruppen, erwies sich jedoch als statistisch
nicht signifikant.

In den Lebern der Tiere fanden sich durchgehend hohe Zahlen von
Enterokokken. Diese Beobachtung in unseren Tierversuchen steht derzeit noch
im Widerspruch zu friher gemachten Kklinischen Beobachtungen, die dem
Leberbefall, aulRer bei Cholangitiden, bisher keine gréssere Rolle zumalien.
Obwohl auch hier der Unterschied bei den passiven Immunisierungen sich als
nicht signifikant erwies, deutete der Trend daraufhin, dass die geringste Anzahl
an Enterokokkenkolonien in der IRS-Gruppe zu finden war.

Der Lunge wurde bisher aus klinischer Sicht ebenfalls eine untergeordnete
Rolle Zielorgan bei Enterokokkeninfektionen beigemessen [4-7, 9]. Wir fanden
in unseren Experimenten immerhin bei etwa einem Drittel der M&use niedrige
Zahlen von Enterokokken in den Lungen. Vereinzelt wurde in friiheren Arbeiten
auch schon ein Befall der Lungen im Tierversuch, bis hin zu Nekrosenbildung,

bei Vorhandensein von AS beschrieben [76]. Wie schon in der Leber konnte

104



4. Diskussion

auch hier keine signifikante Reduktion der Zahl der Enterokokken durch die
Antikorper gegen AS erreicht werden.

Aus diesen Beobachtungen missen wir den Schluss ziehen, dass im
Tierversuch die Antikérper gegen AS nicht in der Lage waren die Gesamtzahl
der Enterokokken im Organismus zu reduzieren.

Von Anfang an ziuchteten wir alle Organe auf speziellen Enterokokken-
Nahrbdden und auf Blutagar. Auf den Blutplatten mit Lungengewebe zeigte sich
dabei eine grof3e Anzahl von verschiedensten Bakterien. Auf Grund des streng
sterilen Vorgehens muss dies als Wachstum der residenten Flora des
Respirationstraktes gesehen werden. Wir beschlossen aus Grinden der
Praktikabilitat, uns auf die Auswertung der Kolonien auf dem Enterokokken
Selektivagar zu beschranken.

Als ,Kklinischen“ Verlaufsparameter fligten wir unseren Versuchen ebenfalls in
Erweiterung zum Maus-Sepsis-Modell von Huebner et al. [84] die Untersuchung
des Gewichtsverlusts, bzw. die Gewichtsveranderungen in den 5 Tagen nach
der Infektion hinzu. Dieser im Tierversuch gut zu untersuchende Parameter
zeigte sich als sehr gutes Zeichen der Sepsis und Schwere der Infektion. Diese
Tatsache ist umso wichtiger, da es sich bei unseren Mausen um noch
heranwachsende Individuen handelte, fir die ein Gewichtsverlust noch
schwerwiegender war, als fir ausgewachsene Individuen.

Es gelang uns in den passiven Immunisierungsversuchen, den Gewichtsverlust
in der IRS-Gruppe signifikant gegeniber der Vergleichs- bzw. der
Kontrollgruppe zu reduzieren. Somit nahm die Infektion bei den immunisierten
Tieren klinisch einen leichteren Verlauf, als bei den nicht-immunen Individuen.
Als Extrembeispiel wéhrend der passiven Immunisierungsversuche starb eine
Maus der NaCl-Kontrollgruppe vorzeitig am 4. Tag nach Infektion. Diese hatte
zuletzt noch 88,4 % ihres ursprunglichen Gewichtes und es fanden sich sehr
hohe Zahlen von Bakterien in allen Organen. Ob dies Zufall war oder Ausdruck

eines besonders schweren Krankheitsverlaufes bleibt offen.
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Unterstrichen wurden die 0.g. Beobachtungen durch unsere Kontrolversuche
mit E.-faecalis-Stammen ohne Expression der AS (E. faecalis Stamm 2). Hier
wurde keine signifikante Reduktion des Organbefalls durch die Enterokokken
oder des Gewichtsverlustes bei Vorhandensein von KaninchenAntikérpern
gegen AS beobachtet.

Die Untersuchung der Hohe Bakterienbefalls in den einzelnen Organen
erbrachte keine Aussage Uber die Schwere der Infektion in Abhangigkeit von
der H6he des applizierten Inokulums. Diese zeigten sich unabhangig davon ob
ein niedriges oder ein hohes Inokulum injiziert wurde.

Insgesamt konnten wir somit methodisch eindeutig nachweisen, dass
Antikérper gegen AS eine Reduktion des Gewichtsverlustes sowie eine
Reduktion der Anzahl von Enterokokken in den Nieren und Milzen bei passiver
Immunisierung bewirken. Eine Reduktion der Enterokokken in Lunge, Herzen
und Lebern und somit im Gesamtorganismus konnte jedoch nicht erreicht
werden. Im klinischen Alltag kommt  diesen Organen bei
Enterokokkeninfektionen bisher weniger Bedeutung zu, da sie beim Menschen
bisher kein Zielorgan fur Enterokokken darstellen. Im Widerspruch dazu stehen
jedoch unsere Beobachtungen im Tierversuch wo wir z.T. eine hohe Besiedlung
mit Enterokokken in diesen Organen beobachteten. Ob dies ein Dosis-Effekt bei
Gabe von hohen Inokula ist oder eine andere Ursache hat muss unklar bleiben,
da unser Versuchsaufbau darauf nicht ausgelegt war.

Weiterhin fihrten wir eine Versuchsreihe zum Thema aktive Immunisierung
gegen AS im Maus-Sepsis-Modell durch. Zwanzig Tage vor der intravendsen
Infektion mit E. faecalis Stamm 1 (AS+/BS—) wurde begonnen die Tiere aktiv mit
AS (Asal) zu immunisieren. Insgesamt erhielten die Tiere 4 Immunisierungen.
Nach der 3. und 4. Immunisierung und unmittelbar vor der Organentnahme
erfolgte eine Blutabnahme zur IgM- und IgG-Titerbestimmung. Es liessen sich
IgG-Antikorper-Titer von bis zu 1:146943 +/- 191622 finden.

Dies stimmte mit dem Titerverlauf der fir unsere passiven

Immunisierungsversuche verwendeten Kaninchen tberein, bei denen ebenfalls
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hohe IgG-Titer von bis zu 1:68883 bzw. 1:125002 erreicht wurden. Eine
Frihreaktion der Mause sahen wir mit der Bildung allerdings niedrigerer IgM-
Titer von 1:297 +/- 683, allerdings mit einer grossen Spannbreite.

Auch hier konnten wir eine signifikante Reduktion der Bakterienzahl in den
Nieren bei der AS-Gruppe gegenuber der NaCl-Kontrollgruppe beobachten.
Analog zu den passiven Immunisierungen fand sich bei 3 Mausen eine hohe
Bakterienlast im Herzen als mdgliches Zeichen einer Enterokokken
Endokarditis. Die Ergebnisse bei Lunge, Leber und Milz entsprachen im
wesentlichen denen der passiven Immunisierungen. Auch hier war keine
Keimzahlreduktion durch die AS-Antikérper in diesen Organen zu finden.

Eine Splenomegalie wie bei den Mausen der passiven Immunisierungsversuche
wurde nicht gesehen.

Auch ein signifikanter Unterschied im Gewichtsverlust konnte hier nicht

beobachtet werden.

4.4 Vergleich mit anderen Tiermodellen

Die zuvor von Huebner et al. [84] gemachten Versuche zum
Kapselpolysaccharid von E. faecalis 12030 als Ziel opsonierender Antikérper
bei passiven und aktiven Immunisierungsversuchen zeigten eine antigene
Wirkung des Polysaccharids. Eine signifikante Reduktion des Bakterienbefalls
in Leber, Milz und Nieren bei Tieren die IRS erhielten im Gegensatz zu den
Tieren die NRS erhielten, konnte hier gezeigt werden. Die Gabe von
Antikorpern zeigte dariiber hinaus eine signifikante Reduktion der
Enterokokkenzahl in Leber, Milz und Nieren bei serologisch verwandten
Enterokokkenstamme im Mausmodell. Das Ausmal3 der Variabilitat dieser
Oberflachen-Kapselpolysaccharide ist jedoch bis dato nicht geklart. Zusatzlich
wurde die Therapie einer schon bestehenden EnterokokkenInfektion mittels

passiver Immunisierung versucht. Auch hier zeigte sich eine signifikante
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Reduktion der Enterokokkenzahl durch Antikorper gegen das kapsulére
Polysaccharid [84].

In einer anderen Arbeit von Huebner et al. zeigte sich, dass Antikérper gegen
eine GlycerolLipoteichonsdure auf E. faecalis 12030 ebenfalls protektiv gegen
den E. faecalis-Stamm OG1 waren. Bei den immunisierten Mausen konnten in
Leber, Milz und Nieren signifikant weniger Enterokokken gefunden werden als
in der Kontrollgruppe. Zudem zeigte sich dieser Effekt auch gegenuber den
Vancomycin-resistenten Stdmmen E. faecium 838970VRE und 805370VRE
[97].

Hufnagel et al. verdffentlichten 2004 eine Studie zur Verteilung verschiedener
Serotypen bei E. faecalis. Aus friilher gemachten Studien, wie der Studie von
Huebner et al. schlossen sie, dass nur eine begrenzte Anzahl unterschiedlicher
Serotypen bei Enterokokken existieren wirde. Sie konnten mittels ELISA und
Phagozytoseassays vier Serotypen unterscheiden (bezeichnet als CPS-A bis
CPS-D), die mehr als 60 % Kklinisch relevanter E. faecalis-lsolate beinhalteten.
Diese Untersuchungen wurden in Hinblick auf die Mdglichkeit einer Nutzung
von Antikdrpern gegen Kapselpolysaccharide in immunotherapeutischen
Therapieansatzen gemacht. Hufnagel et al. zogen die Schlussfolgerung, dass
die Einteilung in unterschiedliche Serotypen helfen kénnte, die wichtigsten
Serotypen herauszufinden. Diese konnten die Grundlage fur eine wirksame
Immunisierung gegen die wichtigsten Enterokokken-Polysaccharide darstellen.
Die beschrankte Anzahl von Serotypen macht die Moglichkeit der Entwicklung
einer Enterokokken-Vakzine wahrscheinlich [100].

In unseren Immunisierungsversuchen hatten wir die Madglichkeit, genetisch
vollkommen identische Bakterienstimme zu verwenden, die sich lediglich in der
Expression der AS unterschieden. Auf diese Weise konnten wir Storfaktoren
wie die Kreuzreaktivitdit anderer Oberflachenproteine oder unterschiedliche
Organmanifestationen anderer Enterokokkenstdmme ausschliessen. In anderen
Arbeiten konnten signifikante Ergebnisse nur erreicht werden, nachdem die

Seren der Kaninchen zuvor mit einem anderen Enterokokkenstamm absorbiert
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wurden [97]. Bei uns war die Reduktion der Anzahl koloniebildender Einheiten
pro Gramm Organgewicht auch ohne vorhergehende Absorption signifkant
unterschiedlich.

McCormick et al. fuhrten Immunisierungsversuche im Endokarditismodell mit
Antikorpern durch, die nur gegen einen Teil der AS gerichtet waren. Sie
immunisierten Kaninchen gegen den N-terminalen Teil der AS und erhielten so
ebenfalls opsonierende Antikdrper. Dieser N-terminale Teil spielt eine wichtige
Rolle bei der Konjugation der Enterokokken. Eine Reduktion der Bakterienzahl
im Endokarditismodell bei Kaninchen konnte jedoch nicht gezeigt werden. Das
Problem hierbei war, dass das N-terminale Ende der AS auf den
Herzklappenvegetationen nicht zuganglich fur Antikorper war [94]. Dies legt
nahe, einen anderen Angriffspunkt fur Antikdrper zu suchen, was wir mit
unserem Tiermodell versucht haben.

Wir beschréankten uns nicht nur auf den isolierten Befall eines Organs, wie z.B.
dem Endokard der Mause, sondern auf die Untersuchung verschiedener
Organe. So konnten wir klar zeigen, dass der Gewichtsverlust als Zeichen der
Sepsis und der Befall der Nieren als Zeichen eines Harnwegsinfektes, im
Einklang mit klinischen Pradilektionsstellen, zu deuten waren. Im Herzen der
Mause wurden entweder gar keine Enterokkokken gefunden oder sehr hohe

Koloniezahlen. Dies kénnte Hinweis auf eine Endokarditis sein.

4.4.1 Limitationen unseres Tiermodells

Das von uns verwendete Maus-Sepsis-Modell zur passiven Immunisierung
gegen das Oberflachenprotein AS sollte eine prophylaktische Immuntherapie
mit nachfolgender Bakteriamie simulieren, wie sie bei Patienten im
Krankenhaus vorkommt [84]. Das uberwiegend von solchen schweren
EnterokokkerntInfektionen betroffene Patientengut umfasst schwerstkranke
Patienten, wie Intensivpatienten, onkologische Patienten, Neugeborene,
Dialysepatienten etc. [5, 11, 12, 24-28]. Die in unserem Modell verwendeten
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Mause waren jedoch allesamt junge, gesunde und vor allem immunkompetente
Individuen, die aus vollster Gesundheit einer schweren Infektion ausgesetzt
wurden. Die erste Immunisierung ist schon vor der Infektion erfolgt, so dass die
Enterokokken schon auf ein immunisiertes Individuum trafen. Der Grund hierfur
war, dass wir auf diese Weise am ehesten ein Ergebnis erwarteten, falls es
Uberhaupt einen Effekt geben wirde. In Wirklichkeit wird der Weg wohl ein
anderer sein, so dass die Bakteriamie vor der Immunisierung steht. Denkbar
ware also fur einen sinnvollen Klinischen Einsatz, eine prophylaktische
Immunisierung fur Patienten mit einem besonders hohen Risiko fur
Enterokokkeninfektionen.

Im Gegensatz zu den oben gemachten Beobachtungen sahen wir, dass das
Vorhandensein von AS im Tierversuch mit Ratten nicht im Zusammenhang mit
der Ausbildung einer Endokarditis bei den Tieren stand [99] und so wohl auch
Spezies-spezifische Faktoren eine Rolle zu spielen scheinen. Die bei uns
gemachte Beobachtung darf also nicht ohne weiteres auf andere Spezies
Ubertragen werden und muss noch Gegenstand weiterer Untersuchung sein.
Ein weiterer wichtiger Punkt bei unseren Versuchen ist das Fehlen der BS und
anderer Virulenzfaktoren in den von uns verwendeten E.-faecalis-Stammen
[63]. Eine Potenzierung der Virulenz durch Vorhandensein der AS mit der BS
und der somit geschaffenen Madoglichkeit der erleichterten Konjugation mit
Plasmidaustausch war bei unseren Versuchen nicht gegeben [52-56, 58, 77].
So konnte friher gezeigt werden, dass nach Induktion einer experimentellen
Endokarditis mit AS und BS exprimierenden Enterokokkenstdmmen diese zum
Tod der Versuchstiere und zu grésseren Vegetationen an den Herzklappen
fuhrten, was bei alleinigem Vorhandensein einer dieser Virulenzfaktoren nicht
der Fall war [76]. Wir verzichteten dennoch auf die Kombination der AS mit der
BS, da es bei Vorhandensein beider Proteine zu einer Vielzahl methodischer
Probleme, wie z.B. der Autoaggregation kommt.

Ebenso verzichteten wir auf die Kombination mit mehreren Faktoren, die z.B.

erbracht hatten, dass eine im Mausmodell induzierte Peritonitis bei
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Vorhandensein von AS und Cytolysin verschlechtert wurde, oder die
Kombination von AS und Gelatinase bei Ratten mit polymikrobieller
abdomineller Sepsis zu verstarktem Gewichtsverlust als Zeichen des
komplizierten Verlaufes fuhrten [73]. Unser Ziel war es vielmehr allein die Rolle
der AS als Ziel opsonierender Antikdrper zu untersuchen.

Bei unseren aktiven Immunisierungsversuchen konnte im Gegensatz zu den
passiven Immunisierungen kein signifikanter Unterschied im Gewichtsverlust
gefunden werden. Ursache fiir den geringeren Gewichtsverlust bei den
passiven Immunisierungen kdonnten Antikdrper im Kaninchenserum gegen uns
noch nicht bekannte Enterokokken-Oberflachenstrukturen sein. Diese kdnnten
schon von vornherein in den als IRS benutzten Seren vorhanden gewesen sein,
und den geringeren Gewichtsverlust bewirkt haben.

Dies jedoch spricht wiederum dafiir, dass die Immuntherapie prinzipiell win
gangbarer Weg sein konnte, auch wenn die AS wohl nicht das optimale Target
zu sein scheint.

In unserem Tiermodell wird ein sehr schneller und fulminanter Sepsisverlauf
imitiert, bei dem die Tiere auf einmal einer grossen Menge der Bakterien
ausgesetzt werden. Dies konnte im klinischen Alltag allenfalls bei kritisch
kranken Patienten vorstellbar sein, deren intestinale Barrierefunktion bei
Schock schlechter wird und damit eine Vielzahl von Enterokokken aus dem
Darm in die Blutbahn Ubertreten konnten. Bei der Mehrheit der Patienten im
Krankenhaus durfte es wohl eher ein schleichender Verlauf mit langsamem
Beginn der Erkrankung und begleitender Immunantwort des eigenen
Organismus sein [73]. Auch die Rolle der Bildung eigener Antikérper bei einem
solch langsamen Beginn bleibt unbeantwortet. Andererseits sprechen die
klinisch/epidemiologischen Daten dafur, dass offenbar keine ausreichende
Immunantwort gegen Enterokokken vorhanden ist. Bei unseren Mausen bei den
passiven Immunisierungsversuchen fand sich wahrend der 5 Tage dauernden
Infektion noch keine eigene Immunantwort im Sinne einer Frihreaktion mit IgM-

Antikdrpern, geschweige denn einer Spatreaktion mit 1gG-Antikdrpern auf die
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Enterokokken-Bakteridmie. Umso wichtiger sehen wir trotzdem den Stellenwert
unserer Arbeit gegentber den o0.g. Arbeiten zur Immunisierung gegen
Polysaccharide. Im Gegensatz zu den Polysacchariden, gegen die der Mensch
nur IgM-Antikérper entwickelt, werden gegen Proteine wie die AS auch IgG-
Antikorper gebildet. Dies konnte bei protrahiertem Krankheitsverlauf vorteilhaft

sein, sofern eine dauerhafte Protektion gegeben ware.

4.4.2 Die Rolle von Antikdrpern bei Enterokokken-Infektionen

Versuche zu Immuntherapien waren immer wieder gegen Virulenzfaktoren der
Enterokken, wie Kapselpolysaccharide, Lipoteichonsédure, Hamolysin etc.
gerichtet [63, 85, 97]. In unseren Versuchen diente die AS der Enterokokken
erstmalig allein als Zielsubstanz opsonierender Antikérper.

In friheren Arbeiten wurde davon ausgegangen, dass das durch neutrophile
Granulozyten verursachte Abtoten der Enterokokken komplementvermittelt ist
und Antikdrper eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheinen [89-91].
Brenda Harvey et al. zeigten, dass das Komplementsystem eine wichtige Rolle
bei der Abtétung von Enterokokken hat. Sie konnte in Versuchen mit
polymorphkernigen  Leukozyten von  Erwachsenen und gesunden
Neugeborenen zeigen, dass das Abtéten der Enterokokken durch neutrophile
Granulozyten mit gleicher Effizienz funktionierte. Um diesen Effekt
auszuschliessen wurden die Kaninchenseren in unseren Versuchen vor
Injektion  zunachst  hitzeinaktiviert und somit der Einfluss des
Komplementsystems fir die spéateren Versuche ausgeschaltet [91]. Eine andere
Studie belegte zumindest den verstarkenden Effekt von Antikérpern bei der
Immunantwort der neutrophilen Granulozyten. Die Autoren diskutierten die
Maoglichkeit einer adjuvanten Therapie mit Enterokokken Antikdrpern, um die
Wirtsantwort des betroffenen Organismus zu verstarken [92].

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Antikorpern gegen AS in unserem

Maus-Sepsis-Modell eine gewisse Rolle zukam. Die signifikante Reduktion der

112



4. Diskussion

Enterokokkenzahl in den Nieren und die Abnahme des Gewichtsverlustes
konnten ein Hinweis auf ein direktes Abtdten von Enterokokken durch

spezifische Antikorper gegen AS sein.

45 Genetische Variation der AS

Die Kaninchen zur Gewinnung des IRS in unserer Arbeit wurden mit der AS
Asal aktiv immunisiert. Diese AS ist auf dem Plasmid pAD1 codiert [57]. Die
Infektion der Mause bei den passiven Immunisierungsversuchen fand jedoch
mit Enterokokkenstammen statt, die die AS Asc10 exprimierten, welche sich auf
dem pCF10 Plasmid befindet [56]. Es gibt mehr als 20 pheromonsensible
Plasmide bei E. faecalis und mindestens 17 der AS-Proteine auf diesen
Plasmiden sind immunologisch miteinander verwandt [70]. Nur eine kleine
Region von etwa 20 % sind variabel, wohingegen der Grol3teil der Sequenz auf
den Plasmiden konstant festgelegt ist. Eine Ausnahme bildet hier die AS
Asa373, welche eine andere Struktur besitzt [61].

AS wird haufiger bei E. faecalis-Isolaten von Kranken mit klinisch relevanten
Infektionen gefunden, als bei gesunden Individuen. Die Untersuchung Klinischer
E. faecalis-Isolate z.B. bei Endokarditiden ergab eine Inzidenz der AS von

52 %, bei anderen Infektionen waren es 72 % gegenuber 30 % bei gesunden
Freiwilligen [60]. Somit hatten wir in unserer Arbeit die Moglichkeit ein klinisch
relevantes Oberflachenprotein auf seine Rolle als Antigen zu untersuchen.
Entsprechend diesen Beobachtungen, dass haufiger AS+ -Enterokokken in
klinischen Isolaten gefunden werden, konnten wir hier einen Extremfall mit
ausschliesslich AS-exprimierenden Enterokokken simulieren [60, 99]. Man kann
also davon ausgehen, dass die in unserer Arbeit beobachtete Verringerung des
Gewichtsverlustes und Reduktion der Enterokkenzahl in den Nieren nicht nur
auf einen speziellen Enterokokken-Stamm beschrankt ist, der eine bestimmte
AS exprimiert, sondern auf verschiedene Stamme mit unterschiedlichen AS

genauso zutrifft.
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4.6 Zusammenfassung

In unseren Experimenten versuchten wir einen mdglichen Weg in der
Entwicklung von therapeutischen Alternativen und in der Pravention von
EnterokokkentInfektionen aufzuzeigen.

Eine Moglichkeit scheinen passive und aktive Immunisierungen darzustellen. In
Ubereinstimmung mit klinischen Beobachtungen erreichten wir insbesondere
signifikante Ergebnisse bei der Reduktion der Zahl der Enterokokken-Kolonien
in den Nieren. Auch der klinische Verlauf, im Sinne eines geringeren
Gewichtsverlustes nach Infektion, schien bei vorhergehender passiver
Immunisierung milder zu sein. Die Versuche zu aktiven Immunisierungen gegen
AS erbrachten ebenfalls eine Reduktion der Enterokokkenzahl in den Nieren.
Wir konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Reduktion der
Keimzahl in den Lebern, den Herzen und Lungen der Mause finden. Die
Immunisierungen waren somit also nicht in der Lage die Zahl der Enterokokken
im Gesamtorganismus zu reduzieren. Es scheint, dass die Gabe von spezifisch
gegebenen Antikdrpern allein gegen AS bei einer E. faecalis — Sepsis im
Tiermodell nicht ausreichend schutzt.

Grundsatzlich deutet vieles daraufhin, dass prophylaktische Immunisierungen
eine Alternative in der Behandlung von Enterokokken-Septikdmien sein
kénnten, auch wenn Untersuchungen zu einer Vielzahl von
Oberflachenstrukturen als Ziel experimenteller Impfstoffe im Tierexperiment
bisher keine Uberzeugenden Ergebnisse erbracht haben. Eine geeignete
Zielstruktur als Ziel opsonierender Antikorper mit dem Effekt einer signifikanten
Reduktion der Keimzahl im befallenen Organismus, muss noch gefunden
werden. Die Ubertragung dieser Ergebnisse auf andere Spezies bis hin zum
Menschen und die Mdglichkeit einer Immunisierung von Risikopatienten als
sinnvolle Pravention vor Enterokokken-Septikdmien, wird noch Gegenstand

weiterer Untersuchungen bleiben.
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5 Anhang

5.1 Materialien und Reagenzien

Chemikalien und Medikamente

Chemikalie / Katalog Nr. /
Medikament Bezeichnung

Firma

Albumin, Bovine Fraction V A-8412
Solution (7,5 %)

Sigma, Taufkirchen

Bio-Rad Dc Protein Assay 500-0113

Bio-Rad, Minchen

Reagent A

Bio-Rad Dc Protein Assay 500-0114 Bio-Rad

Reagent B

Bio-Rad Dc Protein Assay 500-0115 Bio-Rad

Reagent S

Chloramphenicol C-0378 Sigma

Ethanol 100971 Merck, Darmstadt

Glycerol G-8773 Sigma

Gram Stain Kit and Reagent |212539 Becton Dickinson,
Heidelberg

Kohlendioxid 0458 Messer Griesheim GmbH,
Krefeld

Magermilchpulver Naturaflor 009 Topfer GmbH,
Dietmannsried

MgCl, (wasserfrei) 8.147.336.100 Merck

Na,HPO4 6580 Merck

NaH,PO,4 6346 Merck

NaNs3 S-8083 Sigma
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PBS plus 14040-091 GibcoBRL, Karlsruhe
p-Nitrophenyl-Phosphat- N 2640 Sigma
Tabletten (100x15mg)
Streptomycin S-9137 Sigma
Tetrazyklin T-3383 Sigma
TWEEN 20 822184 Merck
Tabelle 5
Gerate
Produkt Katalog Nr. / Firma
Bezeichnung
Autoklav Hiclave HV 25 Laborgerate Vogtle,

Deutschland

ELISA-Reader

MRX Microplate

Reader

Dynatech Laboratories,
GB-Guernsey

2CXA1135
Bunsenbrenner Fireboy plus Integra Biosciences,
Deutschland
ELISA-Washer F109104 SLT Laboratories,
Columbus Crailsheim
Homogenisator Miccra D13 ART-Labortechnik,
Mullheim
InfrarotLampe 230V, 100W Philips, Deutschland
Schuttelmixer Reax top Heidolph, Deutschland
Schuttelmixer K-550-GE Bender & Hobein AG, CH

Zurich

Spectrophotometer Ultrospec 3000 Amersham Pharmacia
pro Biotech, USA
Thermorattler AK 82 Infors AG, CH-Bottmingen
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Ultraschall-Homogenisator

Sonopuls HD 70

Bandelin Electronics, Berlin

Waage HR 120-EL Sartorius AG, Sud/West
Waage PK 4800 Mettler Waagen GmbH,

Delta Range Giessen
Warmebad 1083 Gesellschaft fur

Labortechnik, Burgwedel

Warmeschrank 51000370 Heraeus, Stuttgart
Warmeschrank Kelvitron t Heraeus
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus

750055100

Tabelle 6
Antikorper
Produkt Katalog Nr. / Firma
Bezeichnung
Anti-rabbit 19gG, konjugiert mit | A-0418 Sigma
alkalischer Phosphatase
Goat-anti-mouse 1gG, M30108 Caltag Laboratories,
konjugiert mit alkalischer Hamburg
Phosphatase
Goat-anti-mouse IgM, M31508 Caltag Laboratories
konjugiert mit alkalischer
Phosphatase
Tabelle 7
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Mikrobiologie

Produkt

Katalog Nr./
Bezeichnung

Firma

Cell Freezing Medium DMSO | D-5879 Sigma
Enterococcosel-Agar 4354019 Becton Dickinson
Mannit-Kochsalz-Agar 4354079 Becton Dickinson
Sabouraud-Glucose-Agar 4354083 Becton Dickinson
Trypticase-Soja-Agar 4354086 Becton Dickinson,
(Platten)
Trypticase-Soja-Agar 4354087 Becton Dickinson
+ 5% sheep blood
Trypticase —Soy-Agar 4311043 Becton Dickinson
Trypticase-Soy-Broth 211768 Becton Dickinson
Tabelle 8

Zubehor

Produkt Katalog Nr. / Firma

Bezeichnung
Abdeckfolien (fur Assay 391H3399 Merck
Platten)
Assay Platte mit Flachboden, | 3915 Becton Dickinson
96 wells
Combitips 2,5 ml 14099 Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg

Combitips 5 ml 11449 Eppendorf-Netheler-Hinz

GmbH
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Cryotubes 347597 Nunc Brand Products,
Déanemark

Cryotubes 375418 Nunc Brand Products

Cryotubes 337516 Nunc Brand Products

Einmal-Hauben (Barrett) 4263 Johnson & Johnson Medical

GmbH, Norderstedt

Einmal-Injektionskanilen

Sterican 100,

B. Braun, Melsungen

0,40x20 mm
Einmal-Injektionskanilen Sterican100, B. Braun
0,45x25 mm
Einmal-Mikropipetten 9600222 Hirschmann Laborgerate,
100/200 m Deutschland
Einweg-Kulturréhrchen mit 99445-12 Corning Inc., USA-New York
Gewinde
Gaskartuschen CV 360 Camping Gaz, Frankreich
Gesichtsmasken 4289 Johnson & Johnson Medical
GmbH
Hakenpinzette 2861.1 Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe
Krankenunterlagen 161600/5 Paul Hartmann AG,
Heidenheim
Latex- SP 2330 E Safeskin Corp.,

Untersuchungshandschuhe

USA-San Diego

Mehrkanal-Pipette Modell Tittermann | Merck
612B7805
Mikrokuvetten, 1,5 ml 223-9955 Bio-Rad
Multipette plus 612B7465 Merck
Parafilm F 4 x 250 American National Can,
USA-Menasha
Petrischalen, steril 1029 Becton Dickinson
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Pinzette, gerade-spitz 2802.1 Carl Roth GmbH & Co.

Pipette 0,5-10 m 612B7116 Merck

Pipette 100-1000 m 612B7135 Merck

Pipette 10-100 m 612B7126 Merck

Pipettenspitzen 100-1000 m | Eppendorf Carl Roth GmbH & Co.
100-1000 m

Pipettenspitzen 1-200 ni

Eppendorf 100 i

Carl Roth GmbH & Co.

Pipettierhilfe

L.468.1

Carl Roth GmbH & Co.

Rasierklingen (mit Ever-Sharp Apollo, Solingen
Griffschutz)

Reaktionsgefal3e 0,65 ml 7060.1 Carl Roth GmbH & Co.,
Rohrchen (konisch), 15 ml 2096 Becton Dickinson
Rotilabo N 195.1 Carl Roth GmbH & Co.
Aufbewahrungsboxen

Rotilabo Kombi-Racks K 082.1 Carl Roth GmbH & Co.
Rotilabo K136.1 Carl Roth GmbH & Co.
Reaktionsgefal3stander

Rotilabo Wéageschiffchen 1920.1 Carl Roth GmbH & Co.
Schere, spitz-spitz 3581.1 Carl Roth GmbH & Co
Serologische Pipetten 10 ml | 7551 Becton Dickinson
Serologische Pipetten 25 ml | 7525 Becton Dickinson
Serologische Pipetten 5 ml 7543 Becton Dickinson
Serologische Pipetten 50 ml | 7550 Becton Dickinson

Sicherheitsbehélter

Sekuroka, E329.1

Carl Roth GmbH & Co.

Softasept N Alkoholspray

3887138

B. Braun
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Superfrost Objekttrager H867.1 Carl Roth GmbH & Co.
Tuberkulinspritzen Plastipak 1ml, Becton Dickinson
300013
Zellstofftupfer 13353 Lohmann GmbH & Co.KG,
Neuwied
Tabelle 9

5.2 Rezepturen

ELISA:

Sensitizing Puffer:

2,4 g NaH,PO4 wurden in 100 ml Aqua bidest. gelost ® Monobasic Puffer

(0,2 M).

14,2 g Na;HPO4 wurden in 100 ml Aqua bidest. gelést ® Dibasic Puffer (0,2 M).
3,9 ml Monobasic Puffer + 6,1 ml Dibasic Puffer + 50 ml Aqua bidest. ergeben
den Sensitizing Puffer.

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Zum Beschichten der Assay-Platten: 12 ng AS wurden in 12 ml Sensitizing

Puffer gelost.

Substrate Puffer:
795 mg Na,COs3 + 1,465 g NaHCOs + 100 mg NaNs + 50 mg MgCl, (wasserfrei)
wurden in 500 ml Aqua bidest. gelost.

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Magermilch:
50 g Magermilchpulver wurden in 1 | Aqua bidest. gelost ® 5 %ige Magermilch.
Es wurden 2 x 1l hergestellt und diese 90 Minuten bei 65 °C im Warmeschrank

pasteurisiert. Benotigt wurde Magermilch mit und ohne TWEEN 20. Deshalb
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Zugabe von 500 M TWEEN 20 bei einem Liter nach dem Pasteurisieren.
Aufbewahrung bei 4 °C.

Serum-Verdinnungsreihen:

Hergestellt wurden Verdinnungsreihen der Seren in Magermilch mit Tween von
1:25 (wenn zu wenig Serum vorhanden war, auch 1:50 oder 1:100) bis
1:819200.

Antikorperldsung:
Es wurde einel:1000 Verdinnung in Magermilch mit Tween hergestellt (12 ml

wurden pro ELISA benotigt).
Enzymlosung:
1 Tablette p-Nitrophenyl-Phosphat (15 mg) wurde in 15 ml Substrate Puffer

gelost.

LOWRY-Test:

Standard-Proteinldsungen:

Es wurden 5 Verdinnungen in folgenden Konzentrationen hergestellt (mg BSA /
ml PBS plus): 10 ng/ml, 30 ng/ml, 50 ng/ml, 60 nmg/ml, 75 ng/ml.

Aufbewahrung bei 4 °C.

Reagenz A¢

Falls die zu Uberprifende Losung Detergentien enthalt mul3 ein Reagenz At
hergestellt werden: pipettieren von 20 ml Reagenz S zu einem ml Reagenz A

® Reagenz A¢
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Antibiotika:

Chloramphenicol:
100 mg Chloramphenicol wurden in 10 ml Ethanol gelost.
Aufbewahrung bei—-20 °C.

Tetrazyklin:

100 mg Tetrazyklin wurden in 5 ml Aqua bidest. + 5 ml Ethanol geldst.
Tetrazyklin ist in 100 % Ethanol nicht I6slich

Aufbewahrung lichtgeschtitzt bei —20 °C.

Selektivmedien:

Trypticase-Soja-Agar wurde hergestellt, in dem 40 g TSA-Pulver in einem Liter
Aqua bidest. geltst wurden. Anschlielend wurde die Losung autoklaviert und
bei —4 °C aufbewahrt. Vor Herstellung der Selektivmedien wurde der TSA in der
Mikrowelle erhitzt und somit wieder verflissigt. Nach Zugabe von 10 g
Chloramphenicol und / oder Tetrazyklin pro Liter wurde der Agar in sterile
Petrischalen gegeben. Nach Abkihlen und Verfestigen des Agars,
Aufbewahrung bei -4 °C.

Nahrmedien:

Trypticase Soy Broth (Standardmedium):
30 g TSB wurden in einem Liter Aqua bidest. aufgeldst und danach autoklaviert.

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.

Trypticase Soy Broth (selektiv):
Verwendung bei der Phéanotypisierung. Je nach Mutante 5 ml TSB + 10 ni

Tetrazyklin und/oder Chloramphenicol. Jeweils vor Gebrauch hergestellt.

123



5. Anhang

Trypticase Soy Broth (zum Einfrieren):
Es wurden 50 ml Glycerol mit 450 ml TSB versehen.

Aufbewahrung bei Raumtemperatur.
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