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1 Einleitung
1.1 Definition und Einteilung der Harnwegsinfektion

Die Harnwegsinfektion (HWI) ist durch die Anwesenheit von mikrobiellen Erregern, die im
Harntrakt eine Infektion auslésen, sowie durch die lokale Abwehrreaktion des betroffenen
Menschen definiert (32). Zusammen fiihrt dies zur akuten Infektion, die durch die
Leitsymptome Pollakisurie und Dysurie gekennzeichnet ist. Bei chronischen Verldufen sind
die Symptome weniger ausgepragt bzw. konnen ganz fehlen.

Zur Einteilung der HWI werden die Lokalisation der Infektion, Wirtsfaktoren sowie der
Krankheitsverlauf herangezogen. Die akute unkomplizierte HWI der Frau und die akute
unkomplizierte Pyelonephritis sind HWI ohne komplizierende Wirtsfaktoren.

Kommt es bei Vorhandensein von Harnabflussstérungen (z.B. durch Obstruktion, neurogene
oder funktionelle Harnblasenentleerungsstérungen), Grunderkrankungen (z.B. Diabetes
mellitus) oder disponierenden Faktoren (z.B. Schwangerschaft, Immunsupression, hohes
Alter) zu einer HWI, so handelt es sich um eine komplizierte HWI. Weiterhin gilt jede HWI
nach Harnableitungen als komplizierte HWI (4,36,43,55).

Von einer asymptomatischen Bakteriurie wird bei nachweisbarer Leukozyt- und Bakteriurie
ohne klinische Symptomatik gesprochen.

Erleidet eine Patientin mindestens drei durch Urinkulturen nachgewiesene Episoden einer
akuten unkomplizierten HWI in einem Jahr, so spricht man von einer rezidivierenden HWI

(22,25,55,68).

1.2 Epidemiologie

Harnwegsinfektionen sind neben den Infektionen der oberen Atemwege die am héufigsten
auftretenden Infektionen im ambulanten Bereich. Es besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Alter der betroffenen Patienten und dem Geschlecht. Die Prdvalenz betrdgt im
Sauglingsalter 1 %, steigt im Schulalter auf 2 -3 % und erreicht bei den Erwachsenen 2,5 %.
Im Alter liegt die Pravalenz zwischen 20 und 30 %. Wihrend neonatal Jungen etwas héufiger
erkranken als Méidchen (Verhéltnis: 1,5:1), so ist das weibliche Geschlecht ab dem
Vorschulalter hidufiger betroffen als das ménnliche Geschlecht. Das Verhiltnis der Privalenz
der HWI miénnlich zu weiblich betrdgt nach der Pubertdt 1:30 und erreicht im
Erwachsenenalter aufgrund gesteigerter sexueller Aktivitdt und Schwangerschaften 1:50. Erst
im Alter erkranken Mainner aufgrund obstruktiver Harnabflussstérungen auch wieder
vermehrt an einer HWI, so dass das Verhéltnis minnlich zu weiblich bei 1:10 bis 1:2 liegt.

Unter Pflegeheimbewohnern sind Ménner und Frauen gleicher Mallen betroffen (22,48).



Aus den USA ist bekannt, dass jéhrlich ca. 8 Mio. Menschen wegen einer Harnwegsinfektion
behandelt werden miissen. Bei etwa 100 000 Patienten wird wegen einer akuten
Pyelonephritis eine stationdre Therapie notwendig (22). In Deutschland erkranken jdhrlich
tiber 2 Mio. Menschen an einer Harnwegsinfektion (28). Nach Angaben von Huland und
Conrad sind 95 % der Patienten in der urologischen Praxis Frauen, die wegen einer
rezidivierenden Bakteriurie behandelt werden. 5 -10 % aller Frauen leiden an einer

rezidivierenden Harnwegsinfektion (36).

1.3 Erregerspektrum

Der am héufigsten im Zusammenhang mit HWI nachgewiesene Keim ist Escherichia coli. Er
verursacht 80 — 90 % der Zystitiden und tiber 90 % der Pyelonephritiden (4,55,59,90).
Unkomplizierte Harnwegsinfektionen werden in 80 — 90 % der Fille durch Escherichia coli
gefolgt von Staphylococcus saprophyticus (11 %) und Klebsiellen, Proteus sowie
Enterokokken mit jeweils 2 % verursacht.

Im Gegensatz dazu sind die komplizierten oder nosokomialen Harnwegsinfektionen nur zu ca.
30 % durch Escherichia coli verursacht. Enterokokken und Proteus mirabilis sind fir jeweils
10-15 % der Félle verantwortlich. Andere Erreger wie Staphylococcus epidermidis werden in
5-10 %, Klebsiellen in 7 % und Pseudomonas aeruginosa in 4-5 % der Fille als
verantwortliche Erreger isoliert (25,59). Neben der bakteriellen Infektion sind bei der
komplizierten HWI auch Pilzinfektionen von Bedeutung. In ca. 5 — 6 % der Félle werden

Harnwegsinfektionen durch Candida spp. hervorgerufen (26,44).

1.4 Pathogenese der Harnwegsinfektion

Die hiaufigste Ursache einer HWI ist die Aszension von uropathogenen Erregern (22).
Enterobakterien, die einerseits zur normalen Darmflora zéhlen, bedingen andererseits durch
Akquirierung von bestimmten Virulenzfaktoren am héufigsten HWI. Damit potentiell
uropathogene E. coli-Staimme urogenitale Epithelien besiedeln konnen, exprimieren sie
Adhisine wie Typ-1-, P- und S-Fimbrien, die an den entsprechenden Rezeptoren des Epithels
binden. Rezeptoren fiir Typ-1 und P-Fimbrien findet man auf den Plattenepithelien des
Introitus vaginae und auf dem Uroepithel der Blase, des Harnleiters sowie des
Nierenbeckenkelchsystems. Die  Rezeptordichte fiir ~ P-Fimbrien ist auf den
Vaginalepithelzellen sowie in der Niere besonders hoch (36). Der Zytoadhirenz schlieft sich
die Aszension der Infektionserreger von der periurethralen Region iiber die Urethra in die

Harnblase an. Hier konnen die Keime eine akute Zystitis verursachen. Die Pyelonephritis ist



das Ergebnis einer weiteren Aszension der Erreger vom unteren harnableitenden Trakt tiber
die Ureteren in das Nierenbeckenkelchsystem und das Nierenparenchym (20,90).

Durch genetische Untersuchungen wurden identische E. coli-Stimme in parallel untersuchten
Proben aus Vaginalabstrichen und aus Mittelstrahlurinen nachgewiesen. Damit wurde die
Hypothese des ,,fecal-perineal-urethralen® Infektionsweges bestétigt, wobei der Darm als
Reservoir fiir die uropathogenen Keime dient (53,54,58,86,93).

Im Rahmen der lokalen Immunantwort werden Zytokine und proinflammatorische Faktoren
sezerniert. Granulozyten, Makrophagen und Monozyten wandern in das betroffene Gewebe
ein, und eine lokale Entziindungsreaktion wird ausgelost (22,85).

Eine manifeste HWI, insbesondere bei Befall der oberen Harnwege, kann durch hdmatogene
Streuung zu einer Urosepsis fithren (90).

Zu den Risiken und begiinstigenden Faktoren, die der Entwicklung einer HWI zutréglich sind,
zdhlen anatomische Fehlbildungen im urogenitalen System mit konsekutiven
Harnabflussstorungen bei Neugeborenen. Bei der Frau steigt die Infektionsrate mit Eintritt in
die sexuell aktive Phase durch die anatomischen Gegebenheiten von kurzer Urethra und der
anatomischen Néhe von perinealer und periurethraler Region sprunghaft an (47,59,90).

Bei Minnern wird das Auftreten von Harnwegsinfektionen durch obstruktive
Harnabflussstérungen wie z.B. bei der Prostatahyperplasie begiinstigt. Weiter sind
medizinische Eingriffe und anatomische Abnormititen zu nennen (59).

Ein geschlechts- und altersunabhéngiger pradisponierender Faktor ist das Vorhandensein von
Restharn, z.B. bei neurogener Blasenentleerungsstorung, urethraler Stenose und als Folge von
Senkungen der Gebédrmutter und / oder der Blase, Multipler Sklerose, Querschnittslihmung

und Diabetes mellitus (47,59).

1.5 Klinische Symptome und Diagnose der Harnwegsinfektion

Die Klinik der HWI besteht aus Dysurie, Pollakisurie und suprapubischem Schmerz. Diese
Symptome sprechen vornehmlich fiir eine untere Harnwegsinfektion. Kommen Beschwerden
wie Flankenschmerzen und Fieber hinzu, so ist eher von einer Infektion der oberen Harnwege
auszugehen (52,90). Nach eingehender klinischer Untersuchung bestitigt die Urinanalyse die
Diagnose. Der Urinstatus gibt eine Aussage zum Vorliegen einer moglichen Infektion.
Leukozyturie, Erythrozyturie und ein positives Nitrit sprechen flir eine Harnwegsinfektion.
Durch die Urinkultur werden die Erreger spezifiziert, ein Antibiotikaresistogramm erstellt und
das Ausmal} der Bakteriurie festgestellt.

Wie bei jeder Infektion gibt es auch bei der HWI eine Beziehung zwischen quantitativer
Erregermenge und Beginn bzw. Auspriagung der klinischen Symptomatik. Da die Erreger am

eigentlichen Ort der Infektion, den Epithelien der Harnwege, nicht quantitativ fassbar sind,
8



wird bei bestehender HWI-Symptomatik zur weiteren Abklirung als Aquivalent die
Keimzahlmenge im Urin gemessen. Die quantitative Bestimmung ist notwendig, weil der
Urin je nach Abnahmeart oder Begleitumstinden (z.B. Katheterisierung) auch Keime der
physiologischen Flora der vorderen Harnrohre enthalten kann. Bei einer Analyse des Urins
zum Nachweis einer HWI werden als Mindestparameter die Gesamtkeimzahl pro
Volumenbezugsgrofie (typisch 1 ml) und die Zahl der kultivierbaren Keimarten erfasst. Mit
der Ausnahme von Dauerkatheterurin gilt der Nachweis von drei und mehr Keimarten als
Indiz fiir die Kontamination des Urins mit Harnr6hren- oder Darmflora. Im Falle des
Nachweises von nur einer oder zwei Keimarten, die zudem erfahrungsgemif3 im &tiologischen
Zusammenhang mit HWI stehen, gibt es quantitative Grenzwerte, bei deren Uberschreiten das
Vorliegen einer HWI sehr wahrscheinlich ist. Diese Grenzwerte hdngen zunichst von der
Abnahmetechnik fiir die Urinprobe ab. Katheter- oder Beutelurin enthilt in aller Regel mehr
kontaminierende Mikroflora als Blasenpunktionsurin. Zudem héngen die Grenzwerte vom
Geschlecht und Alter der Patienten sowie von einer Reihe von disponierenden
Grunderkrankungen (z.B. Diabetes mellitus) oder iatrogen bedingter Zustinde (z.B.
Dauerkatheterismus) und schlielich von der Erregerart (z.B. Pilze) ab. In groBem Umfang
erforscht sind die Grenzwerte nur fiir Frauen mit bakteriell bedingter HWI im gebarfahigen
Alter. Hier gilt die so genannte Kass'sche Zahl von > 10° pathogenen Bakterien / ml
Mittelstrahlurin (39).

Die Notwendigkeit einer Urinkultur bei einer einfachen unkomplizierten Zystitis ist allein
wegen der Kosten umstritten (59,90). In der Regel wird mit einer antibiotischen Kurztherapie
tiber drei Tage begonnen. Sollte die Therapie in den ersten zwei Tagen keinen Erfolg zeigen,
oder erleidet der Patient in kurzer Zeit einen Riickfall mit gleichartigen Symptomen, so ist
eine Abklarung durch eine Urinkultur mit Antibiogramm unumgénglich (59). Bei Patienten
mit rezidivierenden Harnwegsinfektionen und / oder bekannten anatomischen Abnormitidten

sollte immer eine mikrobiologische Untersuchung des Urins veranlasst werden (59).

1.6 Therapie der Harnwegsinfektion
1.6.1 Antibiotikatherapie

Bei der Therapie von Harnwegsinfektionen ist wegen der besseren Wirksamkeit Antibiotika
der Vorzug zu geben, die renal eliminiert werden.

Die am héaufigsten auftretende unkomplizierte untere Harnwegsinfektion kann durch eine
orale Kurzzeittherapie iiber ein bis drei Tage mit Trimethoprim allein oder in Kombination

mit einem Sulfonamid sowie mit Fluorchinolonen oder Cephalosporinen der Gruppe 2 und 3



therapiert werden (34,87). Bei alleiniger Anwendung von Trimethoprim sollte die
Resistenzrate der regional nachgewiesenen E. coli-Stimme unter 10 -20 % liegen.

Die Therapie der akuten unkomplizierten Pyelonephritis wird oral mit Antibiotika aus der
Gruppe der Fluorchinolone, der Cephalosporine der Gruppe 2 und 3 oder mit einem
Aminopenicillin in Kombination mit einem Betalaktamaseinhibitor durchgefiihrt. Bei
Bestehen schwerer Allgemeinsymptome wie Ubelkeit und Erbrechen ist die initial parenterale
Medikamentenapplikation indiziert. Die Lénge der Therapie richtet sich nach dem klinischen
Verlauf.

Bei einer komplizierten Harnwegsinfektion kann eine Antibiotikatherapie nur dann kurativen
Charakter haben, wenn komplizierende Faktoren beseitigt werden konnten. Nosokomiale und
katheterassoziierte Infektionen spielen aufgrund der hdufig multiplen Antibiotikaresistenzen
der Erreger eine besondere Rolle. Die Behandlung erfolgt parenteral. Es werden beginnend
Cephalosporine der Gruppe 2 oder 3a, Fluorchinolone mit guter renaler Elimination oder
Aminopenicilline in Kombination mit Betalaktamaseinhibitoren eingesetzt. Ist nach 2 bis 3
Tagen keine klinische Besserung feststellbar, sollte die Therapie auf ein
pseudomonaswirksames Acylaminopenicillin + Betalaktamaseinhibitor, ein Cephalosporin
der Gruppe 3b oder ein Carbapenem umgestellt werden.

Die Behandlung einer asymptomatischen Bakteriurie ist nur bei Vorliegen von Risikofaktoren
wie z.B. Graviditit, vesikoureteralem Reflux oder einem Zustand nach Nierentransplantation
indiziert. Bei Vorliegen eines Diabetes mellitus, einer Immunsuppression oder einer
eingeschriankten Nierenfunktion wird die Notwendigkeit der antibiotischen Therapie
unterschiedlich beurteilt.

Bei rezidivierenden Harnwegsinfektionen wird eine Reinfektionsprophylaxe mit
Trimethoprim alleine oder in Kombination mit Sulfamethoxazol oder Sulfamerazin und
Nitrofurantoin oral in reduzierter Dosis iiber sechs Monate empfohlen. Treten Zystitiden
gehduft nach Geschlechtsverkehr auf, so ist auBler der postkoitalen Blasenentleerung eine

prophylaktische Einmalgabe der genannten Substanzen sinnvoll (56,83).

1.6.2  Immunstimulierende Therapie — alternative Therapieanscditze

Die antimikrobielle Therapie hat sich bei rezidivierend auftretenden Harnwegsinfektionen als
nicht ausreichend erwiesen (57). Eine mogliche Therapiealternative bei chronisch
rezidivierenden Harnwegsinfektionen ist die Stimulierung des Immunsystems durch die
Applikation von Vakzinen. Uro-Vaxom®, ein Immuntherapeutikum, besteht aus lysierten
immunaktiven Fraktionen von 18 E. coli-Stimmen und bietet den Vorteil der oralen

Darreichungsform. Durch die  Verabreichung der Vakzine wird die lokale
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Schleimhautimmunitét verbessert (10,35,57,73,76). Die Rezidivhaufigkeit konnte um bis zu
65 % bei Anwendung von Uro-Vaxom® signifikant gesenkt werden (5,46,81).

Als eine weitere Moglichkeit der Immunstimulation wurde seit 1989 an der Universitit
Rostock die Autovakzinetherapie wieder aufgenommen. Dabei wurde dem Patienten der
eigene Erreger, der aus der Urinprobe angeziichtet wurde, als abgetotete Vollkeimvakzine i.m.
appliziert. Es wurden ausschlieBlich Patienten therapiert, die unter rezidivierenden
Harnwegsinfektionen, hervorgerufen durch E. coli, litten. Durch die Autovakzinetherapie
konnte die Anzahl der Infektionen gesenkt und auf eine Antibiotikatherapie haufig verzichtet

werden (80,91).

1.7 Virulenzfaktoren

Virulenz ist die quantitativ definierte Angriffskraft konkret fassbarer Mikroorganismen, d.h.
das Ausmal von deren Fihigkeit, in einen Organismus einzudringen, sich dort zu vermehren
und ihn toxisch zu schidigen. Die Virulenz von Mikroorganismen wird durch
Virulenzfaktoren vermittelt.

Alle E. coli-Stimme exprimieren das sog. Endotoxin, ein Bestandteil der &uleren Membran
der Bakterien. Das Endotoxin ist ein Zucker-Fett-Lipid-Polymer (Lipopolysaccharid = LPS).
Der Lipidanteil des LPS bewirkt die Produktion und Freisetzung von Zytokinen und aktiviert
das Komplement- und Koagulationssystem, was dann zur bekannten Gram-negativen Sepsis
oder auch Urosepsis fiihren kann.

Zu den wichtigsten stammspezifischen Virulenzfaktoren von Escherichia coli zihlen die
Adhésine, durch die E. coli tiberhaupt erst an den Epithelien des Perineums, der Vagina und
des Harntraktes haften kann. Unter diesen sind insbesondere P- und Typ 1- Fimbrien zu
nennen. P-Fimbrien sind Mannose-resistente Adhisine, die an das Disaccharid Mannose-
haltiger Glycolipide binden, wie sie auf Epithelzellen des Harntraktes sowie auf Erythrozyten
der Blutgruppensubstanz P vorkommen (3,22,59,90). Sie kommen zu fast 100 % bei Stimmen
vor, die eine Pyelonephritis verursachen, aber nur bei 65 % der Zystitis verursachenden
Stimme. Liegt eine asymptomatische Bakteriurie vor, sind P-Fimbrien sogar nur zu 20 %
nachweisbar (3,59). P-Fimbrien wehren die Phagozytose ab. Typ 1-Fimbrien sind Mannose-
sensitive Adhédsine. Sie erhohen die Phagozytenaktivitit und bedingen dadurch eine
Entziindungsreaktion (59).

Zusitzlich fordert der von E. coli produzierte Zell-Nekrose-Faktor 1 (CNF1) die Adhésion
und Invasion am Uroepithel und induziert die inflammatorische Wirtsantwort (33,72).

Ein weiterer Virulenzfaktor ist das Hadmolysin, das Erythrozyten aber auch renale

Tubuluszellen zu zerstoren vermag. Dadurch erlangen die Erreger Eisen fiir ihren
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Zellstoffwechsel. Die Sicherstellung der Eisenaufnahme fiir E. coli erfolgt durch die
Produktion von Aecrobactin, welches Eisen von den Wirtszellen fiir den aeroben Stoffwechsel
der Bakterien akquiriert (19,21,76,89,90).

Fiir die Bewegung gegen den physiologischen Harnabfluss besitzt E. coli Geifleln, das H-
Antigen. Ein weiterer Virulenzfaktor ist das Kapsel-Antigen (K-Antigen), ein Polysaccharid,
das die Bakterienkapsel bildet. Diese schiitzt das Bakterium vor dem angreifenden
Immunsystem des Wirtes durch Unterlaufen der Wirkungen des Komplementsystems und
Hemmung der Phagozytose (90).

Wie genetische Untersuchungen zeigten, werden die Virulenzfaktoren vornehmlich in
bestimmten Abschnitten des Genoms, in den so genannten pathogenetischen Inseln (PAI),
verschliisselt. PAI sind hiufig instabile Regionen, die relativ leicht aus dem Genom
desintegriert oder in es inseriert werden konnen. Sie unterliegen dem horizontalen Gentransfer
und konnen so durch andere Bakterien akquiriert werden. Bei den uropathogenen E. coli-
Stammen werden P-Fimbrien, der Zell-Nekrose-Faktor 1 (CNF1), H&molysin und
Kapselbildung von in PAI organisierten Genen kodiert. Auch Gene fiir die suffiziente

Sicherstellung des Eisenstoffwechsels liegen auf PAIs (28,29).

1.8 Phiinotypisierende Feindifferenzierungsmethoden von Escherichia coli
1.8.1 Serotypisierung

Von jedem E. coli-Isolat kann eine Serovar-Formel erstellt werden, die auf dem Aufbau des
Bakteriums basiert. In die Serotypisierung gehen das O-, H- und K-Antigen ein. Einige E.
coli-Stimme bilden eine Polysaccharidschleimkapsel (K-Antigen), welche die &ullere
Membran umhiillt. Sie kann durch Erhitzen auf 100 °C zerstort werden.

Die &duflere Membran von Gram-negativen Bakterien enthdlt das in ihr fest verankerte
Lipopolysaccharid, welches dreiteilig aufgebaut ist. Es besteht aus dem Lipid A, einem
Endotoxin, einer wenig variablen Kernregion und den Seitenketten. Die Seitenketten bilden
das stammspezifische O-Antigen. Sie rufen im Organismus die Bildung O-spezifischer
Antikorper hervor. Durch Verlust der Seitenketten und damit des O-Antigens entstehen die
Rauhformen, die auf Néhragar als matte Kolonien wachsen und in NaCl-Losung spontan
autoagglutinieren.

Durch den Besitz von Geifleln, die das H-Antigen verkorpern, konnen sich Bakterien aktiv
fortbewegen (12,79).

Seit Beginn des 20. Jahrhunderts beschéftigte sich die Arbeitsgruppe um Kauffmann mit der
Serotypisierung von E. coli-Stimmen (40,41). 1992 waren 173 O-Antigene, 80 K-Antigene
und 56 H-Antigene bekannt (65). Die Bezeichnung der Serovare der drei Antigene erfolgt
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durch Nennung des Antigenkiirzels und einer willkiirlich gewéhlten Ordinierungszahl fiir das
jeweilige Serovar. Aufgrund der freien Kombinierbarkeit der einzelnen Antigene ist von einer
hohen Anzahl verschiedener Serotypen auszugehen. In der Praxis konnte gezeigt werden, dass
aber nur eine relativ geringe Anzahl von Serovaren von Bedeutung ist (61). So gehoren die
Serovare O1, 02, 06, O18 und O75 zu den uropathogenen E. coli-Stammen (UPEC) (31).
Weiterhin konnte eine Beziehung zwischen dem O : H : K-Serotyp und der Lokalisation der
Harnwegsinfektion hergestellt werden (31,61,66). Nach Nimmich und Zingler (61)
verursachen O1:K1:H7-Stimme, O2:K1:H4-Stimme, O4:K12:H5-Stimme, O6:K2:H1-
Stimme und O16:K1:H6-Stimme Pyelonephritiden. O6:K13:H1-Stimme und O75:K+:H5-
Stamme sind dagegen fiir Zystitiden verantwortlich. Und Stamme mit der Serovar O2:K1:H4,
O7:K1:H1, O18:K5:H- und O75:K5:H5 wurden bei Patienten mit Pyelonephritis ebenso

isoliert wie bei Patienten mit Zystitis.

1.8.2  Biochemotypisierung

Die Stoffwechseleigenschaften von E. coli dienen der Subdifferenzierung der Serovare in
Biochemotypen. Dabei werden das Fermentationsvermogen verschiedener Zucker und die
Verstoffwechselung von Aminosduren getestet. Die in den Code eingehenden Reaktionen
sind in der Literatur unterschiedlich beschrieben (95). Sie werden nach einem bindren drei bis
fiinfstelligen Codesystem zu einem biochemischen Code zusammengestellt.

Die Methode der Biochemotypisierung ist als alleinige Differenzierungsmethode nicht
ausreichend, aber sehr niitzlich zur Subdifferenzierung von Serotypen (64). Sie erlaubt eine
feine Diskriminierung der Stimme und liefert niitzliche Informationen (13,14,61). So wurden
mit Hilfe der Biochemotypisierung das Klonkonzept untermauert und verschiedene Serotypen

in mehrere Subtypen differenziert (2).
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1.9 Genotypisierende Feindifferenzierungsmethode von Escherichia coli
1.9.1 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Wihrend die Serotypisierung und die Biochemotypisierung Methoden der Phénotypisierung
sind, kann mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese eine Genotypisierung erfolgen. Durch die
molekularbiologische Methode kann von jedem Erreger ein genetischer Fingerabdruck erstellt
werden. Damit ergeben sich neue Moglichkeiten der Analyse von Infektketten und der
Virulenz der Erreger (30,51,82).

Escherichia coli hat eine Genomgréf3e von 4,6 bis 4,7 Megabasenpaaren (31,75). Mit selten
schneidenden Restriktionsendonukleasen erfolgt das Zerlegen des Bakteriengenoms in 20 bis
60 Fragmente, die dann in der Pulsfeld-Gelelektrophorese nach der GroB3e separiert werden.
Auf diese Weise entstehen iiberschaubare Fragmentldangenmuster der einzelnen Stdmme,
welche untereinander verglichen werden kénnen (27,74).

Fiir die Analyse von Escherichia coli-Stimmen hat sich die Restriktionsendonuklease Xbal,
die das im E. coli-Genom seltene Motiv TCTAGA erkennt, als am besten geeignet erwiesen.
Xbal trennt das E. coli-Genom in ca. 20 Fragmente mit einer Fragmentgrof3e von 10 bis 500
kb auf (50,88). Andere Restriktionsenzyme wie z.B. Notl, Sfil und Pacl, die eine 8-
Basenpaaren-Erkennungssequenz haben, waren vergleichsweise weniger gut geeignet (9).
Zum visuellen Vergleich und Auswertung von Restriktionsmustern werden auf den &ufleren
und auf der mittleren Gelspur A-Lédngenstandards aufgetragen (74). Durch die
computergestiitzte Fragment-Mustererkennung und anschlieende Datenverarbeitung konnen
weiterfilhrende Analysen durchgefiihrt werden, anhand derer die Zusammengehorigkeit der
zu vergleichenden Isolate festgestellt wird (12,88). Die verwandtschaftlichen Beziehungen
zwischen den zu vergleichenden Stimmen koénnen schematisch in Dendrogrammen

dargestellt werden.
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2 Zielstellung

Eines der Hauptprobleme von Harnwegsinfektionen ist die Gefahr des Ubergangs von der
einmalig akuten Harnwegsinfektion zu rezidivierenden Harnwegsinfektionen. Durch eine
Antibiotikalangzeittherapie im Sinne einer Rezidivprophylaxe kann zwar die Anzahl der
Rezidive héaufig gemindert werden, jedoch treten die Harnwegsinfektionen nach Absetzen der
Therapie  schnell wieder auf. Dariiber hinaus besteht die Gefahr der
Antibiotikaresistenzentwicklung.
Auf der Suche nach Therapiealternativen gibt es verschiedene Ansitze der Immunstimulation.
Das Problem dabei ist die Vielzahl der Erreger. Das Préparat Uro-Vaxom® greift diesen
Aspekt auf. Uro-Vaxom® ist ein Extrakt aus verschiedenen E. coli-Stimmen. Bevor aber die
Entscheidung iiber die Zusammensetzung einer Vakzine gefillt wird, sollte die Fragestellung
geklart werden, ob die klinischen Rezidive auch als bakteriologische Rezidive zu werten sind,
oder ob es sich um Reinfektionen durch einen neuen Stamm handelt. Das ldsst sich allerdings
nur durch eine  Feindifferenzierung der  Bakterien, die als  ausldsender
Harnwegsinfektionserreger angeziichtet wurden, erreichen.
Unter diesem Aspekt wurde am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und
Hygiene der Universitdt Rostock in Zusammenarbeit mit der Nephrologischen Abteilung der
Klinik fiir Innere Medizin ein Vakzinierungsmodell auf der Basis einer Autovakzinierung
etabliert. ~ Eine streng  definierte  Patientengruppe —  klinisch  rezidivierende
Harnwegsinfektionen durch Escherichia coli hervorgerufen — erhielt eine monovalente E.
coli-Vakzine aus einem inaktivierten, phénotypisch und genotypisch charakterisierten
patienteneigenen Stamm. Folgende Fragen sollten geklért werden:

1. Welche feindiskriminierenden Methoden sind fiir die Differenzierung von

bakteriologischem Rezidiv oder Reinfektion notwendig?
2. Wie verhielt sich der bakteriologische Befund hinsichtlich der Rezidiv- bzw. der
Reinfektionsrate?

3. Fihrte die Vakzinierung zur Eliminierung des Infektionsstammes?
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3 Material und Methoden
3.1 Auswahl der Stimme

Die in dieser Arbeit phdno- und genotypisierten E. coli-Stdimme stammen von 12 Patienten
mit rezidivierenden HWI, die in der nephrologischen Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin
der Universitit Rostock im Uberwachungsprogramm fiir Autovakzinierung behandelt und
kontrolliert wurden. Die Patienten wurden durch den Kliniker rekrutiert. Voraussetzung fiir
die Autovakzinetherapie war der Nachweis von E. coli als ursdchlicher Erreger der
rezidivierenden HWI. Die Patienten mussten an zwei Harnwegsinfektionen in einem halben
Jahr oder an drei Harnwegsinfektionen in einem Jahr erkrankt sein.

HWI, die durch andere Erreger als E. coli verursacht wurden, hdufiger Erregerwechsel und
Mischinfektionen mit mehr als zwei Erregern waren Ausschlusskriterien fiir die

Autovakzinetherapie, da eine monovalente E. coli-Vakzine appliziert wurde.

3.1.1 Materialien

Differenzierungsmedien nach Basierkow

Die Herstellung der Medien erfolgte im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie
und Hygiene der Universitdt Rostock

Stammlosung: 1000 ml Aqua dest.
10 g Peptisches Pepton
5g NaCl
pH-Wert: 7,4

Je 100 ml Stammlosung enthielten 1 g der unten aufgefiihrten Zucker bzw. Aminosiuren und

0,5 ml einer 0,48 %igen alkoholischen Bromkresolpurpurldsung.

Bromkresolpurpurlosung: 100 ml Ethanol 96 %

0,48 g Bromkresolpurpur
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Chemikalien:

Glycerol
Laktose
Saccharose
Rhamnose
Salicin
Sorbose
Dulcitol
Raffinose
Lysin
Ornithin

: D(+)-Glucose wasserfrei; MERCK, Darmstadt

: Laktose-Monohydrat; MERCK, Darmstadt

: Saccharose p.A.; Biochemie Bernd Belger, Klein Machnow

: L(+)-Rhamnose-Monohydrat; MERCK, Darmstadt

: Salicin fiir die Mikrobiologie; MERCK, Darmstadt

: L(-)-Sorbose; MERCK, Darmstadt

: Dulcit; MERCK, Darmstadt

: alpha-D-Raffinose; SERVA, Feinbiochemica GmbH & Co KG, Heidelberg
: L-Lysine-Monohydrochloride; Roana, Budapest

: L-Ornithine HCL; SERVA, Feinbiochemica GmbH & Co KG, Heidelberg

Losungen und Reagenzien fiir die Isolierung chromosomaler DNA:

Néhrbouillon I: Pankreatisches Pepton (Casein) 7,00 g/1
Pankreatisches Pepton (Fleisch) 5,00 g/1
Pankreatisches Pepton (Gelantine) 5,00 g /1
Hefeextrakt 3,00g/1
Natriumchlorid 5,00g/1
SE-Losung: 75 mM Sodium (NaCl)
25mM EDTA (pH 7.4, autoklaviert)
ES-Losung: 0,5M EDTA (pH 9,5)
1% N-Lauryl-Sarcosin
0,5 mg / ml Proteinase K
(Tritirachium album, Boehringer Mannheim GmbH)
(steril filtriert)
TE-Ljsung: 100 mM Tris
5mM EDTA (pH 7.4, autoklaviert)
Restriktionspuffer: 50 mM Tris-HCI1 (pH 7,8)
10 mM MgCl,
100 mM NacCl
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Restriktionsverdaulgsung: 75 ul Restriktionspuffer
1 ul BSA
0,5 ul 0,5M DTT
5 U Xbal (GIBCO BRL)

Ethidiumbromid-Stamml&sung: 10 mg / ml H,O dest. (BIO-RAD)

2 % Low-Gelling-Agarose: (Agarose Typ VII-A: low felling temperature / Sigma-
Aldrich Chemie GmbH)

1 % peq GOLD Universal Agarose

Standard (Lambda Ladder PFG Marker / 340, 50ug / ml, New
England, Biolabs)

Sonstige Gerdite und Materialien:

Eppendorfgefafinkubator

Eppendorfzentrifuge (eppendorf centrifuge 5417R)
Spekol (Pharmacia LKB, Ultrospec I1I)
PFGE-Kammer (CHEF-DR®III System, Bio-Rad)
Sofortbildkamera (Polaroid MP4)
ZellsuspensionsblockchengieBform (1 x 10 x 5 mm / Blockchen, im Haus entworfen und
gebaut)

PFGE-Gelgief3form

Waage (Satorius)

Flissigkeitsmesszylinder

Skalpell

Brutschrank (37 °C)

Petrischalen

Pipetten und Spitzen

McFarland-Standard

Reagenzgléser, Reagenzglasstiander

Eppendorfgetile, -stinder
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3.2 Methoden
3.2.1 Anzucht und Biochemische Identifizierung

Die Keimanzucht erfolgte aus Mittelstrahlurinproben. Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden
alle im Folgenden beschriebenen Kulturen bei 37 °C unter aecroben Bedingungen inkubiert.
Aus einer 1:100 Verdiinnung, hergestellt mit physiologischer Kochsalzlésung, wurden mit
einer kalibrierten Ose jeweils 10 pl entnommen, auf Schafblutagar und Galle-Chrysoidin-
Glycerol-Agar aufgebracht und 48 Stunden inkubiert (25). Die Ablesung wurde jeweils nach
24 und 48 Stunden vorgenommen. Als signifikante Bakteriurie wurde eine Keimzahl von 10’
Bakterien pro ml Mittelstrahlurin definiert (60,81). Die bakteriologische Keimidentifizierung
wurde mit Hilfe makroskopisch (Koloniefarbe und -grée, Himolyse u.a.), mikroskopisch
(Gram- und Methylenblau-Priaparat) und biochemisch feststellbarer Merkmale (bunte Reihe,
weitere Kriterien der bakteriologischen Diagnostik) durchgefiihrt (21). Von jeder Platte wurde
ausgehend von einer Einzelkolonie eine Subkultur auf einer Agarplatte (Ndhragar I) angelegt.
Lagen infolge von zu dichtem Bewuchs keine Einzelkolonien vor, wurde ein
Verdiinnungsausstrich angefertigt, und ausgehend von diesem eine Einzelkolonie isoliert. Die
Subkulturen wurden 18-24 Stunden bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit 2 ml steriler 0,9
%iger NaCl-Losung abgeschwemmt. Ausgehend von dieser Bakteriensuspension wurde die
O-Typisierung mit Hilfe der Objekttrageragglutination und der Gruber-Reaktion
vorgenommen.

Fiir jedes Isolat wurde ein Resistogramm im Agardiffussionstest erstellt.

3.2.2  Serotypisierung
O-Typisierung

Die O-Typisierung der 172 E. coli-Stamme wurde mit Hilfe von 31 monovalenten Antiseren
vorgenommen, die durch Immunisierung von Kaninchen mit entsprechenden E. coli-
Teststimmen aus dem Staatlichen Seruminstitut Kopenhagen hergestellt wurden (24,60).
Nach der bei W. Nimmich genau ausgefiihrten Technik, kamen Antiseren gegen die
Gruppenantigene O1-025, 039, 050, 069, 075, O112a, b und O112a, ¢ zur Anwendung
(60).
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Zur Serotypisierung wurden alle Antigene zundchst einer orientierenden Vorpriifung
unterzogen, die als Objekttrageragglutination mit verschiedenen Poolseren durchgefiihrt
wurde. Folgende Serum-Pools wurden aus gleichen Teilen unverdiinnter monovalenter Anti-
O-Seren hergestellt:

Pool 1: O1, O3, 04, 05, 09, 021

Pool 2: 02, 08, 014, 015, 023, 024, O112a,b

Pool 3: 06, 07, 010, 011, 017, O18

Pool 4: 012, O16, 019, 025, 039, 069

Pool 5: 013, 020, 022, 075, 083, Ol12a,c
Nach Verreiben von einem Tropfen des Serum-Pools mit einem Tropfen der
Antigensuspension auf einem Objekttrager wurde dieser geschwenkt. Das Ergebnis wurde als
positiv bewertet, wenn innerhalb von einer Minute eine deutliche Agglutination eintrat.
Kam es mit einem der Poolseren zu einer Agglutination, folgte die Testung des Antigens mit
den einzelnen Seren des Poolserums als Objekttrigeragglutination. Agglutinierte die
Antigensuspension mit verschiedenen Poolseren, waren zur Bestimmung des O-Antigens
entsprechend zahlreiche Priifungen notwendig.
Als Negativkontrolle erfolgte die Testung mit Mischseren, die gegen das jeweilige Antigen
keine Reaktivitit aufwiesen. Das Vorliegen von Rauhformen wurde durch Agglutination in
3,5 %iger NaCl-Losung erkannt. Zeigte die Antigensuspension mit keinem Antiserum eine
Reaktion, so wurde sie zwei Stunden bei 120 °C autoklaviert und anschlieBend erneut wie
beschrieben getestet. Damit wurde eine durch K-Antigene bedingte O-Inagglutinabilitét
ausgeschlossen.
Zur Bestimmung des O-Antigentiters und Bestitigung der Antigenagglutination wurde die
Grubersche Reaktion als Mikrotitrationsmethode durchgefiihrt.
Die Mikrotitrationsplatte hat 12 Vertiefungen. In die erste Vertiefung wurden 100 pl einer
1:100 Antiserum-Verdiinnung vorgelegt. In die zweite bis zwolfte Vertiefung wurden 50 pl
PBS vorgelegt. Nun wurden ausgehend von der ersten Vertiefung immer 50 ul Antiserum mit
einer Pipette abgezogen und in die nachfolgende Vertiefung bis einschlieBlich der elften
Vertiefung pipettiert, so dass eine geometrische Serumverdiinnungsreihe hergestellt wurde. In
der zwolften Vertiefung verblieben die 50 ul PBS ohne Antiserum. Nun wurden in alle
Vertiefungen 50 ul einer Suspension mit 5 x 10° Bakterien pipettiert. Die Platte wurde
geschwenkt und bei 50 °C im Wasserbad inkubiert. Nach 18-24 Stunden wurde abgelesen.
Dabei entsprachen ein Punkt aus sedimentierten Bakterien am Boden der Vertiefung einer
negativen Reaktion und eine H&autchenbildung einer positiven Reaktion im Sinne einer
Agglutination der Bakterien. Die letzte Vertiefung mit positiver Reaktion entsprach der

Titerstufe des Serums fiir den zu testenden Stamm.
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Vom Referenzstamm wurde in gleicher Weise eine Verdiinnungsreihe hergestellt und der O-
Titer bestimmt. Der Nachweis des gleichen Gruppenantigens war dann erbracht, wenn der
Titer des Stammes aus der Urinprobe nicht mehr als eine Titerstufe vom Titer des
Referenzstammes abwich.

Alle Stamme, die auf diese Weise nicht zu typisieren waren, wurden als nicht typisierbar

bezeichnet (21,60).

H-Typisierung

Bei allen beweglichen Stimmen wurde eine H-Typisierung vorgenommen. Es erfolgte
zunichst eine dreimalige U-Rohrchenpassage in halbfesten Ndhrmedien, um die Ausbildung
der H-Antigene zu optimieren. Es kamen 53 absorbierte monospezifische anti-H-Seren,
gewonnen durch Immunisierung von Kaninchen mit Formalin inaktivierten E. coli H-
Referenzstimmen, zur Anwendung. Nach Suchreaktionen mit 7 verschiedenen Serum-Pools
wurde mit entsprechenden monospezifischen Testseren die Objekttrageragglutination

durchgefiihrt (64,71).

K-Typisierung

Eine mit einer Kolonie beimpfte Nédhrbouillon I wurde zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und
anschlielend iiber eine Lysotypieplatte mit Néhragar I geschwemmt. Bouillonreste wurden
abpipettiert, die Lysotypieplatte bei Raumtemperatur getrocknet und die K-Phagen mittels
Glasstidbchen aufgebracht. Es folgte eine fiinfstiindige Inkubation bei 37 °C. Positive Stimme
wurden am ausbleibenden Wachstum im Bereich des Phagen erkannt, wihrend negative
Stdimme ein durchgehendes Wachstum zeigten. Es wurden Bakteriophagen folgender K-

Antigene eingesetzt: K1, K2, K3, K5, K6, K7, K9, K12, K13, K20, K100 (64,67).

3.2.3 Hdmagglutination

Zur Erfassung der Expression von Fimbrien wurde die Féhigkeit der Stimme zur
Hamagglutination von humanen Erythrozyten der Gruppe A, sowie von Meerschweinchen-
und Rattenerythrozyten gepriift. Dazu wurde ein Tropfen einer Bakteriensuspension aus einer
24-Stunden-Kultur in ,,Pili-Bouillon mit einer 3 %igen Suspension der jeweiligen
Erythrozyten in isotonischer Kochsalzlosung mit und ohne Zusatz von 2,5 % Mannose
gemischt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei 37 °C wurde die Hamagglutination

makroskopisch beurteilt (84).
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3.3 Charakterisierung der klonalen Identitiit
3.3.1 Biochemotypisierung

Alle Stimme wurden einer Biochemotypisierung unterzogen. Der biochemische Code ergab
sich aus den Ergebnissen der Fermentation von zehn Zuckern und zwei Aminosduren sowie
des Héamolysin- und Indolnachweises. Die Fermentation der Zucker erfolgte in den
Differenzierungsmedien nach Basierkow mit Bromkresolpurpurlosung a 2 ml. Nach
dreimaliger Passagierung der Bakterienstimme {iber Nihragar I-Platten wurde mit 0,9 %iger
Kochsalzlosung durch den Vergleich der optischen Dichte mit einem McFarland-Standard
eine Bakteriensuspension mit 3 x 10° Zellen hergestellt. Diese Suspension wurde 1:100 mit
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt. Mit jeweils einem Tropfen dieser Verdiinnung
wurden die Ndhrmedien beimpft, die nun bei 37 °C iiber 72 Stunden inkubiert wurden. Zum
Ausschluss falsch negativer Ergebnisse wurden passende Kontrollstimme mitgefiihrt.

Aufgrund der Serovar wurden Vermutungen iiber identische, dhnliche und differente Stimme
angestellt und daraus Schlussfolgerungen iiber den zu erwartenden biochemischen Code
gezogen. Wichen Ergebnisse von zu erwartenden fermentativen Eigenschaften eines Stammes
ab, so wurde fiir alle vermutlich identischen oder &dhnlichen Stimme die betreffenden
Reaktionen wiederholt um technische Ursachen auszuschlieBen. Dabei zeigte sich eine gute

Reproduzierbarkeit der Testergebnisse.

Hdmolysinnachweis

Alle E. coli-Stamme wurden auf Ha@molysinbildung getestet. Die Erreger wurden auf
Néhragarplatten abgeimpft, denen fiinf Prozent Schafblut zugesetzt war, und 24 Stunden bei
37 °C inkubiert. Dabei wurde eine deutliche Himolysezone iiber den Kolonierand hinaus als
positive Reaktion gewertet und als Hamolysin + (positiv) gekennzeichnet. War kein
hamolysierter Bereich zu erkennen, wurden die Stamme als Hamolysin - (negativ) bezeichnet

(94).

Fermentation der Zucker

Zur Erstellung des biochemischen Codes wurden alle Stimme auf die Fermentation von
Glycerol, Laktose, Raffinose, Saccharose, Rhamnose, Dulcitol, Sorbose und Salicin getestet.
Nach 72 Stunden wurde abgelesen. Dabei entsprach ein Farbumschlag von lila zu gelb einem

positiven Testergebnis.
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Fermentation der Aminosduren
Weiterhin wurde die Fermentation der Aminosduren Lysin und Ornithin getestet. Das
Ergebnis konnte nach 72 Stunden abgelesen werden, wobei ein Farbumschlag der Medien von

gelb zu lila einem positiven Testergebnis entsprach.

Indolnachweis

Der Indolnachweis wurde in einer beimpften, iiber 24 Stunden bei 37 °C inkubierten
Tryptophan-Bouillon mit Kovéacs-Reagenz durchgefiihrt. Dabei wurde die Reaktion als

positiv gewertet, wenn es innerhalb von fiinf Minuten zur Bildung eines rot-violetten Ringes

an der Beriihrungsflidche beider Fliissigkeiten kam.

3.3.2  Biochemischer Code

Der vierstellige biochemische Code setzt sich aus den Ergebnissen der in vier Codetripletts
eingeteilten Nidhrmedien (Tests) zusammen. Dabei wird jeder positiven Reaktion ein
bestimmter Zahlenwert zugeordnet. Negative Reaktionen werden mit Null bewertet. Die
nihere Erlduterung erfolgt an dem Beispiel des Stammes 973 (O n.t. : H+ : K n.t.) der

Patientin 1 mit dem biochemischen Code 3705 in Tab. 1.

Tab. 1: Beispiel fiir die Erstellung des biochemischen Codes anhand des Isolates 973 der
Patientin 1

Zahlenwert 4 2 1 4 2 1 4 2 1 4 2 1
£ 3 [0} =1 g 2 2 [0}
12 I .E D L 3 2
. = 5| & gl 3| £ gl g| g gl 2| &
Reaktion é EY - > E| E % fj = 3 5| S
£ (@) — @) & k= é A 195
Ergebnis - + + + + + - - - + - +
Ergebnisbewertung 0 2 1 4 2 1 0 0 0 4 0 1
Biochemischer Code 3 7 0 5
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3.3.3  Genotypisierung mit der Pulsfeld-Gelelektrophorese

Als weitere Methode der Feintypisierung der E. coli-Stimme kam die Pulsfeld-

Gelelektrophorese zur Anwendung.

Erregeranzucht

Die Erreger wurden von der schon fiir die Biochemotypisierung genutzten Agarplatte in 4 ml
Standard I-N&hrbouillon abgeimpft und tiber 24 Stunden inkubiert. Die Kultur wurde bei
4000 U/ min zehn Minuten zentrifugiert. Das Zellsediment wurde zweimal mit dem gleichen
Volumen SE-Losung gewaschen. Im Anschluss wurde das Sediment in 0,5 ml SE-Losung
resuspendiert und 1 ml einer 1:100 Verdiinnung hergestellt. Nach Bestimmung der Zelldichte

wurde diese Suspension fiir die Priaparation der Agaroseblockchen genutzt.

Bestimmung der Zellkonzentration

Um die gewlinschte Zellkonzentration von 5 x 10° Zellen / ml (entspricht 3 ODgpy, OD =
Optische Dichte) zu erhalten, wurde die Extinktion der 1:100 verdiinnten Suspension bei 600
nm bestimmt. Dabei wird die Schwéchung der Strahlung aufgrund von Absorption, Streuung,
Beugung und Reflexion beim Durchgang durch ein Medium gemessen. Der Anteil der
durchgelassenen Strahlung ist der Transmissionsgrad und ist wellenldngenabhingig.

Es war bekannt, dass 0,6 ODgypo = 1 x 10° Zellen entsprechen. Nach der Berechnung der
Verdiinnungsfaktoren wurde die Sollwertbakteriensuspension in einem Volumen von 500 pl

hergestellt.

Prdparation der in Agarose eingeschlossenen DNA

Fiir die Herstellung der Agaroseblockchen wurde die korrekt konzentrierte Zellsuspension im
Verhiltnis 1:1 mit Agarose mit niedriger Geliertemperatur gemischt. Auf diese Weise werden
Strangbriiche der genomischen DNA-Fragmente durch mechanische Scherkrifte vermieden
(94). Das Gemisch wurde luftblasenfrei in die dafiir vorgesehenen GieSkammern pipettiert.
Nach dem Erkalten der Agarose (ca. 30 Minuten bei 4 °C) wurden die Blockchen in die mit
800 pl ES-Losung und 10 pl Proteinase K 50 %ig vorbereiteten Eppendorfgefilie
aufgenommen, die bei 56 °C iiber Nacht inkubiert wurden.

Zum Stoppen der Proteinasereaktion wurde die ES-Losung durch TE-Losung ersetzt.
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Aufspaltung der DNA durch das Restriktionsenzym Xbal

Von den Blockchen wurde ein Streifen in der Grée der Gellade vorsichtig mit dem Skalpell
auf einer glatten, sauberen Unterlage (Petrischale) abgetrennt. Zum Herauswaschen des
EDTA-Reagenz wurden die Proben dreimalig mit Restriktionspuffer fiir ca. 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Im letzten Arbeitsgang wurde der Puffer gegen die Restriktionsverdauldosung gewechselt, die
das Restriktionsenzym Xbal enthielt. Die so aufgearbeiteten Proben wurden iiber Nacht bei

37 °C inkubiert.

Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Gels wurde die Gel-GieB-Kammer genutzt und auf der ebenen
Oberfliche das Gel gegossen. Zur Préparation der Gelladen wurde in das noch fliissige Gel
ein spezieller Kamm eingesetzt. Fiir die Elektrophorese war es wichtig, dass eine schmale
Flache Gel von ca. 2 mm zwischen Kammende und GieBkammergrund erhalten bleibt, so
dass die Proben keinen Kontakt mit der Platte hatten.

Es wurde unter Erhitzen eine 1,5 %ige Gelfluissigkeit aus 180 ml 0,5 x TBE und 2,7 g
Agarose hergestellt und auf die Plattform gegossen. Nachdem das Gel erstarrt war, konnte der
Kamm aus seiner Halterung entfernt werden.

In Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden ca. 3 1 des Elektrophoresepuffers (0,5 x TBE)
in die Elektrophoresekammer gegeben und die Kiihleinheit gestartet, damit der Puffer auf die
notige Temperatur von 10 °C abkiihlen konnte.

Jede Probe wurde vorsichtig in eine Geltasche des 1,5 %igen Agarosegels gegeben. Es
erfolgte der Verschluss der Gelladen mit der restlichen Agarose zur Fixierung der DNA-
Blocke. Als Kontrolle wurde der Langenstandard A mit bekanntem Basengewicht mitgefiihrt,
um in der Auswertung einen genau definierten Bezug zu haben. Die fertig vorbereitete
Gelplatte wurde in der Elektrophoresekammer positioniert. Der Gellauf wurde in der mit 0,5 x
TBE-Puffer gefiillten Elektrophoresekammer (CHEF-DR®III System, Bio-Rad) nach
Aquilibrierung gestartet.

Die Wechselfeld-Gelelektrophorese lief bei einer Temperatur von 10 °C, einer Stromstirke
von 174 mA und bei einer Spannung von 6,1 V / cm. Die DNA-Fragmente wurden in dem
homogenen elektrischen Feld, welches zwischen zwei Orientierungen im Winkel von 120 °

wechselte, separiert.
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Versuchsbedingungen:

Kiirzester Puls: 5 /5
Langster Puls: 30 /50
Anzahl der Ramps: 2
Pulszeiténderung: linear
Ramp Periode: 18
Spannung: 6,1 V/cm
Strom: 174 mA
Kihltemperatur: 10 °C
Puffer: 0,5 x TBE
Winkel: 120 °
Agarosekonzentration: 1,5 %
Restriktionsenzym: Xbal

Die Fragmente wurden anschlieBend durch Féarbung in einem Ethidiumbromidwasserbad
gefiarbt und somit unter UV-Licht sichtbar. Zum Farben verblieb das Gel fiir etwa 10 bis 15
Minuten in dieser Losung. Vor der Beobachtung und fotografischen Dokumentation der
Fragmentmuster unter einem UV-Transilluminator wurde die Gelplatte in einem Behélter mit

destilliertem Wasser gespiilt.

Auswertungskriterien der Restriktionsmuster

Nach Romling, Tenover und Pfaller reicht der visuelle Vergleich der
Makrorestriktionsfragmentlingenmuster der Stamme aus, sofern diese auf einem einzigen Gel
analysiert werden konnen (69,74,88). Da uns das nicht immer moglich war, wurden
sorgfaltige Kontrollen notwendig. So wurden auf jedem Gel drei Langsstandards (A-
Concatamere) auf der mittleren und den beiden du3eren Spuren aufgetragen, anhand derer der
visuelle Vergleich verschiedener Gele moglich wurde.

Die Auswertung der Restriktionsmuster erfolgte nach den Kriterien von Pfaller, der E. coli
und Pseudomonas aeruginosa mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese untersuchte. Diese sind eine
modifizierte Form der Auswertungskriterien nach Tenover, die als etablierter Standard gelten.
Sie sind aber nur an kleineren Populationen, die {iber einen Zeitraum von weniger als einem
Jahr gesammelt wurden, untersucht worden (69,88).

Um Stdmme als identisch zu bezeichnen, miissen alle Banden genau {ibereinstimmen. Solche

Muster wurden mit einem GrofSbuchstaben bezeichnet. Stimme, die in iiber 90 % aber in
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weniger als 100 % der Banden iibereinstimmen, wurden als “dhnlich” betrachtet und als
Subtypen oder auch klonale Varianten durch eine Zahl nach dem GrofB3buchstaben
ausgewiesen. Das bedeutet, es lag eine Differenz von ein bis drei Banden vor. War die
Ubereinstimmung der Banden geringer als 90 %, also wichen Stimme in mehr als drei
Banden voneinander ab, so wurden sie als ’verschieden” betrachtet und durch einen anderen

GroBbuchstaben gekennzeichnet (69).

3.4 Herstellung der Autovakzine

Wenn bei einem Patienten zweimal nacheinander serotypisch und biochemotypisch der
gleiche Stamm nachweisbar war, erfolgte die Herstellung und Applikation einer Autovakzine.
Zur Herstellung der Vollkeimvakzine wurden 4 Nahragar-I-Platten beimpft und 24 Stunden
bei 37 °C bebriitet. Anschliefend erfolgte das Abschwemmen mit 5 ml 0,9 %iger NaCl-
Losung pro Platte und das Zentrifugieren bei 4000 U/min tiber 10 min. Das Sediment wurde
erneut in 20 ml NaCl-Losung aufgenommen. Nach nochmaliger Resuspension in 20 ml
Phenol (0,5 %) und NaCl-Losung (0,9 %) wurde das Rohrchen nach Zugabe von 0,2 ml
30 %iger Formaldehyd-Losung fest verschlossen und zur Abtdtung der Keime 72 Stunden bei
37 °C inkubiert. Zur Sterilitétspriifung erfolgte das Abimpfen von 0,1 ml der Suspension auf
jeweils eine Blut- und Griinagarplatte sowie in eine Ndhrbouillon I und Thioglykolatbouillon.
Die Vakzine galt als steril, wenn nach dreitdgiger Inkubation bei 37 °C keine
Keimvermehrung stattgefunden hatte.

Die Suspension wurde zwei Mal mit 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen und das Sediment
auf 20 ml mit 0,9 %iger NaCl-Losung aufgefiillt. Die Keimdichte wurde auf 8 x 10°
Keime / ml mittels Vergleich zu einem McFarland-Standard eingestellt. Weiterhin erfolgte die
Bestimmung der Phenol- und Formaldehydkonzentration, die den Grenzwert von
< 0,5 g / 100 ml nicht tiberschreiten durfte. Zur Vertraglichkeitskontrolle wurden im
Tierversuch finf Mausen 0,5 ml der Vakzine s.c. appliziert.

Die Autovakzine wurde in der Apotheke steril abgefiillt und war danach bei einer Lagerung

von + 2 bis + 5 °C iiber sechs Monate verwendungsfahig.
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3.4.1 Impf- und Dosierungsschema

Innerhalb des Uberwachungsprogramms fiir die Autovakzinierung wurden im Rahmen der
Vorfelduntersuchungen Patienten selektiert, die ausschlieBlich unter durch E. coli
hervorgerufenen Harnwegsinfektionen litten. Voraussetzung fiir die Teilnahme am
Autovakzineprogramm war die zweimalige Keimanzucht identischer Erreger bei zwei direkt
aufeinander folgenden HWI-Episoden.

Die Autovakzinierung wurde drei bis vier Wochen nach einer erfolgreichen
Antibiotikatherapie einer akuten Infektion begonnen. Am Anfang der Studie erfolgte eine
dreimalige i.m. Applikation von jeweils 0,5 ml der abget6teten Vollkeimvakzine im Abstand
von einer Woche. Ab ca. 1990 wurden sechs Applikationen im wochentlichen Abstand unter
Dosissteigerung von 0,5 ml bis 1,0 ml durchgefiihrt. Bei lokalen (Erythem, Induration,
Schmerzen an Einstichstelle) und / oder allgemeinen (Fieber) Unvertrdglichkeitsreaktionen
der Patienten wurden die Impftermine verschoben und die Applikation erst nach Abklingen
aller Symptome fortgesetzt.

Innerhalb des Protokolls wurden vor jeder Applikation, sowie 14 Tage nach Abschluss der
Vakzinierung und dann alle acht Wochen 24-Stunden-Sammelurin, Mittelstrahlurin und Blut
ohne Zusédtze zur Serumgewinnung abgenommen. Bei Rezidiven auflerhalb der

Kontrolltermine wurden Mittelstrahlurin und Blut ohne Zusétze abgenommen.
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4 Ergebnisse

In das Uberwachungsprogramm fiir Autovakzinierung wurden 12 Patienten der
nephrologischen Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der Universitit Rostock
einbezogen, die sich wegen rezidivierender Harnwegsinfektionen, hervorgerufen durch
Escherichia coli, in Behandlung befanden.

Die Untersuchungen wurden in der Zeit von Juni 1988 bis Januar 1997, was einem
Untersuchungszeitraum von insgesamt acht Jahren und sieben Monaten entspricht,
durchgefiihrt. Die Patienten wurden durchschnittlich {iber vier Jahre und sechs Monate
beobachtet, wobei sich der kiirzeste Beobachtungszeitraum iiber neun Monate (Patient 5) und
der liangste Beobachtungszeitraum iiber acht Jahre und zwei Monate (Patient 11) erstreckte
(Tab. 2).

Im untersuchten Kollektiv befanden sich 11 Frauen und ein Mann. Das durchschnittliche
Alter der Patienten betrug 52 Jahre, wobei die jiingste Patientin im Alter von 33 Jahren und
die Alteste im Alter von 70 Jahren bei Beobachtungsbeginn war. Nach Einsichtnahme in die
Patientenakten litten neun Patienten unter einer chronisch rezidivierenden Pyelonephritis
(chron. rezid. PN) und zwei Patienten unter Zystitiden. Bei Patient 6 fand sich nur der Begriff
der rezidivierenden Harnwegsinfekte ohne weitere Konkretisierung.

Tab. 2: Beobachtungszeitriume, Diagnosen und wesentliche Nebenerkrankungen der im
Rahmen dieser Arbeit behandelten Patienten

Patient | Beobachtungszeitraum Diagnose Wesentliche Nebenbefunde

Von...bis... | In Jahren

19 4/92 —11/95 | 3 Jahre 8 Monate | Chron. Rez. PN | Keine

29 2/89 — 5/93 | 4 Jahre 3 Monate | Chron. Rez. PN | Ureter fissus li, Ureter duplex re

39 10/91 — 1/97 | 5 Jahre 3 Monate | Chron. Rez. PN | Nephrektomie re bei Nephrolithiasis

49 12/91 — 7/93 | 1 Jahr 7 Monate Rez. Zystitiden | Ren mobile re

59 10/91 — 7/92 | 9 Monate Chron. Rez. PN | Keine

69 3/92 — 2/94 | 1Jahr 11 Monate | Rez. HWI Fokal sklerosierende GN, chron. Niereninsuffizienz

79 3/89—11/93 | 4 Jahre 8 Monate | Chron. Rez. PN | Keine

8Q 8/94 —12/96 | 2 Jahre 4 Monate | Chron. Rez. PN | Vesikoureteraler Reflux

99 9/89 — 1/96 | 6 Jahre 4 Monate | Chron. Rez. PN | Keine

10 @ 1/89 — 5/96 | 7 Jahre 3 Monate | Chron. Rez. PN | Keine

119 6/88 — 8/96 | 8 Jahre 2 Monate | Chron. Zystitis | Keine

1248 10/88 — 8/96 | 7 Jahre 10 Monate | Chron. Rez. PN | Keine
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Die Anzahl der zu vergleichenden Stamme innerhalb der einzelnen Patienten variierte dabei.
Bei Patient 11 mit dem ldngsten Beobachtungszeitraum von acht Jahren und zwei Monaten
wurden mit 52 Stimmen die meisten Isolate angeziichtet. Elf bis 25 Escherichia coli-Stimme
konnten bei den Patienten 1, 7, 8 und 9 isoliert werden. Bei den verbleibenden Patienten 2, 3,
4,5, 6, 10 und 12 wurden vier bis zehn Escherichia coli-Stimme angeziichtet (Tab. 3).

Bei den 12 Patienten wurden 162 Episoden von Harnwegsinfektionen registriert bei denen
173 Escherichia coli-Staimme aus Mittelstrahlurinen angeziichtet wurden. Der Stamm 9172
der Patientin 11 stand den feintypisierenden Methoden nicht mehr zur Verfligung. Somit
wurden 172 Stimme weiterfithrend untersucht. Bei zehn HWI-Episoden wurden jeweils zwei
verschiedene E. coli-Stimme isoliert, die mit den feintypisierenden Methoden weiter
untersucht wurden. Somit ergibt sich eine um 10 hoher liegende Anzahl an E. coli-Isolaten als

HWI-Episoden (Tab. 3).

Tab. 3: Anzahl der phino- und genotypisierten E. coli-Stimme und HWI-Episoden pro
Patient

Patient 1 2 314151617 8 9 10 | 11 | 12 | Gesamt

Anzahl der Isolate 14 110 {9 |8 |6 |4 (25|15 |11 |10 |52 |8 172

Anzahl der HWI-Episoden 14 |9 918|164 |23 |15 |11 |10 |45 |8 162

Nachdem ein E. coli-Stamm bei einem Patienten in mindestens zwei aufeinander folgenden
HWI als identisch identifiziert worden war, wurde aus selbigem die Autovakzine hergestellt.
Die Patienten erhielten nach vorgegebenem Schema die i.m. Applikation der Autovakzine.
Vor jeder Vakzinierung und 14 Tage nach abgeschlossener Vakzinierung im
achtwochentlichen Abstand erfolgte die Untersuchung von Mittelstrahlurin. Traten au3erhalb
der Kontrolltermine klinische Rezidive auf, so wurde der Mittelstrahlurin untersucht und Blut
zur Bestimmung der Entziindungsparameter entnommen. Ggf. erfolgte die Einleitung einer

antibiotischen Therapie.
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Alle Stimme wurden nach den in Material und Methoden beschriebenen Verfahrensweisen
serotypisiert, biochemotypisiert und durch eine Fragmentmusteranalyse mit Hilfe der
Pulsfeld-Gelelektrophorese genotypisiert. Nach der Serotypisierung konnten 96 Stimme
(56 %) O-typisiert werden, 46 Stimme (27 %) waren nicht typisierbar und 30 Stimme (17 %)
lagen als Rauhformen vor (Abb. 1).

O-Serotypisierbarkeit

Rauhform
17%
O- nicht
typisierbar toisierb
56% ypisierbar
27%

Abb. 1: O-Serotypisierbarkeit der untersuchten Stimme aller Patienten

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Patienten im Einzelnen besprochen. Besonderes
Augenmerk gilt dem Vergleich von Serovar, Biochemotyp und Genotyp. Jedem Patienten
sind eine Ubersicht iiber die Vakzinetherapie und eine Tabelle mit den Vakzinierungsdaten,
den Sero-, Biochemo- und Genotypen zugeordnet. Zur besseren Ubersicht sind der
Vakzinestamm und die Applikationsdaten in der Tabelle rot unterlegt. Es wurde jede
Urinkontrolluntersuchung, die laut Protokoll vorgesehen war, mit aufgefiihrt. Den ins Labor
eingegangenen Urinproben wurden fortlaufende Stammnummern zugeteilt, unabhéngig
davon, ob die Proben innerhalb der Studie weiter bearbeitet wurden oder zur
Routinediagnostik gehorten. Stammnummern ohne angegebene Keimzahl, Sero-, Biochemo-
und Genotyp waren sterile Urinkontrollen. Fiir die Ergebnissauswertung wurden lediglich die
angeziichteten Stimme gezdhlt, nicht die Anzahl der eingegangenen Urinproben. Daraus
resultiert die Diskrepanz zwischen der im Text beschriebenen Stammanzahl und in der

Tabelle aufgefiihrten Anzahl von Stammnummern. Fiir die Auswertung ist diese Darstellung
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dennoch wichtig, da sowohl krankheitsfreie Intervalle mit sterilen Urinkulturen als auch die
Krankheitsverldufe wéhrend der Vakzinierungen besser ersichtlich werden.

In einer weiteren Tabelle sind die einzelnen Testergebnisse fiir die Biochemotypen der
Stamme zusammen mit den Sero- und Genotypen abgebildet. Reaktionsergebnisse, die zu
geringen Abweichungen im biochemischen Code fithren, sind farblich hervorgehoben.
Weiterhin ist jedem Patienten eine Abbildung der Restriktionsmuster der Stimme zugeordnet.
Da nicht alle Restriktionsmuster im ersten Ansatz einer Pulsfeld-Gelelektrophorese
auswertbar waren, wurden zur besseren Darstellung die Abbildungen mehrerer Gele
kombiniert. Der verwendete FragmentgroBen-Standard war immer gleich, so dass die

Restriktionsmuster anhand dieses Standards visuell vergleichbar waren.
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Patientin 1

Patientin 1, weiblich, 58 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde bereits seit 1987 wegen einer
chronisch rezidivierenden Pyelonephritis in der nephrologischen Ambulanz der Inneren
Medizin der Universitdt Rostock behandelt. Der Beobachtungszeitraum, in welchem 14 E.

coli-Stamme isoliert wurden, erstreckte sich iiber drei Jahre und acht Monate.

4.1.1 Vakzinierung

Die Patientin wurde in dem Beobachtungszeitraum einer Vakzinetherapie unterzogen. Die

Vakzinierungsdaten sind in Tab. 4 zusammengestellt.

Tab. 4: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 1

Vakzineserotyp Vakzinierungszeitraum

Biochemotyp

Vakzinestammnr.
Genotyp

Anzahl der
Applikationen

06.07.1992 — 10.08.1992

W
3
S
(9
>
—_

973 On.t. :H+:Kn.t.

[*)}

1. Vakzinierung

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm

Die Vakzinierung wurde mit dem beweglichen Stamm 973 durchgefiihrt, bei dem weder das
O- noch das K-Antigen typisierbar waren. Der Stamm wurde durch den Biochemotyp 3705
charakterisiert und gehorte zum Genotyp Al. Die Patientin erhielt sechs Applikationen im

wochentlichen Abstand. Der Vakzinierungszeitraum ist der Tab. 4 zu entnehmen.
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4.1.2  Bakterienstammcharakterisierung

In der Beobachtungszeit wurden 14 Stdmme isoliert (Tab. 5). Bei einem Stamm (Nr.1015)
war das Ol14-Antigen und bei einem Stamm (Nr.1184) war das O75-Antigen zu ermitteln,
wihrend alle anderen Stimme durch ein nicht typisierbares O-Antigen gekennzeichnet waren.
Auller zwei nicht begeiflelten Stammen (Nr.982 und 1184), waren die verbliebenen Stamme
beweglich. Bei der tiberwiegenden Zahl der Staimme war das Kapselantigen nicht typisierbar.
Unter den Stdmmen mit typisierbarem K-Antigen konnten zwei Mal das KS5-Antigen
(Nr.1203 und 1205), und jeweils ein Mal das K7- (Nr.1253), das K30- (Nr.1033) und das
K100-Antigen (Nr.1184) nachgewiesen werden.

Tab. 5: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 1

— z =1
g £ E &
g = = o %‘ =
e 3 =3 2 £ g
g 5 |28 g 2 |z
g o 35 E g o 9 g
g ° g 5 E 3 2 3
n & o M D ) m &)
973 01041992 [>10° | 3705 |Al
982 21.04.1992 [>10° |On.t. H- Kn.t. 3714 |A2
014 H+ Kn.t. 3611 |B1
Ont H+ Knt. 3611 |B2
Ont H+ Knt. 3611 |B2
Ont H+ Knt. 3611 |B1
Ont H+ Knt. 3611 B3
1033 | 27.08.1992 [>10° [On.t. H+ K30 3611 |B2
1048 | 08.10.1992 [>10° |On.t. H+ Kn.t. 3611 |B4
1184 | 06.05.1994 [>10° [075 H- K100 3730 |C
1203 | 27.09.1994 [~10° |On.t H+ K5 3776 |DI1
1205 | 04.10.1994 [>10° |Ont H+ K5 3756 |D2
1253 | 12.04.1995 [>10° |On.t H+ K7 3614 |E
1273 | 25.07.1995 [>10° [On.t. H+ Kn.t 3654 |F
1299 | 22.11.1995 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Aus dem Stamm 973 wurde die Autovakzine hergestellt und sechs Mal appliziert (Tab. 5 rot
unterlegt).

Durch die Biochemotypisierung wurden acht Typen ermittelt. Sieben Stamme (Nr.1015 bis
1048), welche unter und nach der Vakzinierung isoliert wurden, waren durch den identischen
Biochemotyp 3611 charakterisiert. Die anderen Stdmme wiesen biochemotypisch
Ahnlichkeiten auf. Insbesondere der Vakzinestamm (Nr.973) und die Stimme 982 und 1253
unterschieden sich nur in den wechselnden Fermentationsfihigkeiten fiir Rhamnose und
Salicin (Biochemotyp 3705 bzw. 3714) (Tab. 6). Der Stamm 1253 mit dem K7-Antigen
konnte zusitzlich kein Ornithin abbauen (Biochemotyp 3614).
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Die zwei weiteren Stamme 1203 und 1205, bei denen das K5-Antigen typisiert werden

konnte, waren durch die fast identischen Biochemotypen 3776 bzw. 3756 charakterisiert. Sie

unterschieden sich nur im Fermentationsvermdgen von Saccharose (Tab. 6).

Tab. 6: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 1

Fermentation von
s 2

5 g 3 5

£ g |z z o 2

g =2 o = o 22 g |8
=l 5 |3E ¢ HEHEAREEEHEHEERE
g = £ 2 2 A EYE A ETE L E L B R EL ER R
s ) S 5 sl=2|<|>|TlElIS|l&lsl2l8]|l=] 2 )
N i) ) 5! T1Olal ol S0l |lunlx]lalvnlw M &)
973] 01.04.1992|>10° [Oont H+Knt | - + ]+ +1 |+ -| -1 -1+ -] +]3705|A1
982| 21.04.1992|>10° |On.t. H-K n.t. - -] - -] 3714 A2
1015 13.07.1992|>10° 014 H¥Knt. | - |+ +0 [+ -} -1 -] +0-1|-1[+]3611]B1
1021] 21.07.1992]>10° lont H+Knt. | -| [+ +1+] -0 -|-1+]-1-1+]3611]B2
1022] 27.07.1992]>10° lont H+Knt. | -|+[+y+1+] -0 -|-1+]-1-1+]3611]B2
1025] 03.08.1992]>10° [ontH+Knt. | - |+ 0+ +] -0 - -1+ -1]-1|+]3611|B1
1029] 10.08.1992[>10° |Oont H+Knt | -1+ 0+ + -0 -] -|+01-1|-1|+]3611|B3
1033] 27.08.1992[>10° |0 n.t. H+ K 30 b+ - -0 -0 +0 -1 -1+]13611]B2
1048] 08.10.1992[>10° |ont H+Knt | -| +| +0++| - -1 -|+0-1|-1[+]3611]B4
1184] 06.05.1994|>10° 075 H- K100 | -| |+ + 1+ +0 - +[+]-1-1-13730] C
1203] 27.09.1994|~10° [On.t H+K S5 -+l +1+ b+ + + ] - 3776] DI
1205] 04.10.1994|>10° [Ont. H+K 5 -1+l +b+ 1+ -1+ -+ + +] -13756|D2
1253] 12.04.1995|>10° |On.t. H+ K 7 SRR EREE Y Y B Y RO
1273 25.07.1995|>10° |OontH+Knt. | -| + |+ [+ -0+ -|+] + - | 3654| F
Codetripletts 41 2| 1} 4] 2] 1] 4] 2| 1} 4] 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet

Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des

biochemischen Codes fiihren
Codetripletts: additive Werte der positiven Reaktionen pro Triplett ergeben den

biochemischen Code

Die anderen Stimme wiesen gewisse Ahnlichkeiten auf, waren aber nicht genau zuzuordnen.
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Nach Auswertung der Restriktionsmuster konnten bei den 14 Stimmen sechs verschiedene
Genotypen A bis F unterschieden werden (Abb. 2).

Zwei Staimme (Nr.973 und 982) wurden dem Genotyp A zugeordnet, der aufgrund der
Differenz zweier Fragmente in die Subtypen Al und A2 unterteilt wurde. Die Stimme
(Nr.1015 bis 1048) mit identischem Biochemotyp wurden auch einem Genotyp (B)
zugeordnet, der aufgrund von Abweichungen von bis zu drei Banden in die Subtypen B1 bis
B4 unterteilt wurde. Zwei weitere Stimme (Nr.1203 und 1205) waren dem Genotyp D
zugehorig. Wie im Biochemotyp (3776 bzw. 3756) lagen auch in den Restriktionsmustern
beider Stimme geringe Unterschiede vor. Aufgrund der Differenz eines Fragmentes wurde

der Genotyp in D1 und D2 unterteilt.
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Abb. 2: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 1
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.2 Patientin 2

Bei Patientin 2, weiblich, 38 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde 1974 erstmals eine
Bakteriurie wiahrend der Schwangerschaft nachgewiesen. Es entwickelte sich eine chronisch
rezidivierende Pyelonephritis bei einem Ureter fissus links und einem Ureter duplex rechts.
Seit 1977 wurde die Patientin in der nephrologischen Ambulanz der Klinik fiir Innere

Medizin der Universitdt Rostock behandelt. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich iiber

vier Jahre und drei Monate.

4.2.1 Vakzinierung

Die Patientin wurde im Beobachtungszeitraum einmal mit einer nicht typisierbaren O-Serovar

(Nr. 626) vakziniert. Die Vakzinierungsdaten sind in Tab. 7 beschrieben.

Tab. 7: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 2

Vakzineserotyp Vakzinierungszeitraum

Anzahl der
Applikationen
Vakzinestammnr.

§ Biochemotyp
N
» | Genotyp

626 Ont :H31:Knt 18.04.1989 — 02.05.1989

w

1. Vakzinierung

Legende: n.t.: nicht typisierbar

Die Patientin erhielt bei der Vakzinierung drei Applikationen im wdochentlichen Abstand. Der
Vakzinestamm war durch den Biochemotyp 3716 charakterisiert und gehoérte zum Genotyp A.

Der Vakzinierungszeitraum ist der Tab. 7 zu entnehmen.
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4.2.2  Bakterienstammcharakterisierung

Im Beobachtungszeitraum wurden zehn E. coli-Stamme isoliert (Tab. 8). Von den finf
Stimmen mit typisierbarem O-Antigen gehorten zwei Isolate (Nr.648 und 669) zur O6-, zwei
(N1.800 und 814) zur Ol- und ein Isolat (Nr.928a) zur Ol1-Serovar. Die anderen Stimme
waren nicht O-typisierbar. Die Isolate 928a und b wurden aus derselben Urinprobe
angeziichtet.

Wihrend fiinf Stimme beweglich waren, wovon bei zwei Isolaten (Nr.648 und 669) das H1-
Antigen und bei dem Vakzinestamm (Nr.626) das H31-Antigen ermittelt werden konnte,
waren drei Stimme (Nr.800, 814 und 928b) unbeweglich. Bei zwei Stammen (Nr.711 und
714) war das Geif3elantigen nicht typisierbar.

Die iiberwiegende Zahl der Stdmme war durch ein nicht typisierbares Kapselantigen
charakterisiert. Bei drei Stimmen konnte das K1- (Nr.800 und 814) bzw. das K6-Antigen
(Nr.928a) erhoben werden.

Tab. 8: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 2

- 4 (=}
g oS 5 E B S =
s e B 3 2 |
n -] M D 23] &)
626 121.02.1989 3716 A
7717| B
steril
669 106.07.1989 |>10° |06 H1 Knt [7737]| B
711 |23.11.1989 |>10° [Ont Hnt Knt [3737] C
714 130.11.1989 |>10° [Ont Hnt Knt [3717] C
800 [13.08.1990 [>10° |01 H- K1 1674| D
814 [28.09.1990 [>10° |01 H- K1 1674| D
863 [27.02.1991 [3x10° |[Ont. H+ Knt |3234|E
928a [30.10.1991 [<10* o011 H+ K6 3274| F
928b [30.10.1991 |<10* |OntH- Knt [3274]| G
1124 ]13.05.1993 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Der Autovakzinestamm 626 und die Daten der drei Vakzineapplikationen sind rot unterlegt.
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Bei den zehn Stdimmen konnten acht Biochemotypen ermittelt werden (Tab. 9).

Tab. 9: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 2

Fermentation von
s E
5 Ei _ = 8
< — o
g Eo § ® 'g ol 21 ¢ % 5]
g 5 R 212 2 HHEHHE ERIR R
E 8 E S|z SN EL Bl E E B E R
— — .= = g > ¢ 7] =} =1 [ 8 < — "E B 8 =]
= =) s E |5 sl=l=|>|B|El=S]|8 é 5|l 8= .2 o
n ] ¥ D |wn T]1O|lalal=Elold|w;m Qlrnlarn ad) Q
626 | 21.02.1989 | >10° [Ont. H31 Knt. | - |+ +0 |+ ) -| - |+ +|+] -]3716] A
648 | 26.04.1989 | >10° [o6 H1 Knt. | +| +|[+0 |+ +| - -|+1+|+|+017717] B
669 | 06.07.1989 | >10° [06 H1 Kot | +| + |+ +| +|+)-|+|+1+]|+]|+]|7737]| B
711 | 23.11.1989 | >10° |On.t. Hn.t. Kn.t. -+ +y+ Y-+ 13737 C
714 | 30.11.1989 | >10° |On.t. Hn.t. Kn.t. -+l +1+ - -+ 3717 C
800 | 13.08.1990 | >10° [o1 H- K1 -l -1+t -F P+ -] -11674| D
814 | 28.09.1990 | >10° [01 H- K1 EO I B S N I S N o 1674 | D
863 | 27.02.1991 | 3x10° [0 n.t. H+ Kn.t. -+ -+ -F -+t -] -13234| E
928a 30.10.1991 | <10* 011 H+ K6 -1+ |+ +| -1+ |+ +| -] -013274| F
928b] 30.10.1991 | <10* |Ont. H- Kn.t. -+ - - L] - - 13274 G
Codetripletts 41 2| 1§ 4| 2| 1} 4] 2| 1} 4] 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
Codetripletts: additive Werte der positiven Reaktionen pro Triplett ergeben den
biochemischen Code

Dabei waren die ersten fiinf Stimme (Nr.626 bis 714) durch &dhnliche Biochemotypen
charakterisiert. Bei den beiden O6-Stimmen (Nr.648 und 669) mit den Biochemotypen 7717
und 7737 konnte der unter der Vakzinierung isolierte Stamm Nr.648 keine Saccharose
fermentieren, wihrend der nach der Vakzinierung isolierte Stamm Nr.669 diese Fahigkeit
besal} (Tab. 9).

Auch von den beiden Stimmen Nr.711 und 714 mit nicht typisierbarem O-, H- und K-
Antigen und den Biochemotypen 3737 und 3717 konnte der Stamm Nr.711 Saccharose
abbauen, wihrend der Stamm Nr.714 diese Stoffwechselleistung nicht besall. Im Gegensatz
zu den Hamolysin positiven O6-Stimmen waren die Stimme 711 und 714 sowie alle anderen
Stimme Hémolysin negativ. Der Vakzinestamm (Nr.626) war der Stamm mit den wenigsten
fermentativen Leistungen von diesen fiinf Isolaten. Er war Hamolysin negativ und konnte
zusitzlich zur Saccharose auch kein Salicin verstoffwechseln.

Die beiden O1-Stamme (Nr.800 und 814) waren biochemotypisch identisch (Biochemotyp:
1674) und lieBen sich nicht weiter einordnen.

Der Stamm 863 war durch den Biochemotyp 3234 gekennzeichnet, der dem Biochemotyp
3274 der Stamme 928a und b, die aus einer Urinprobe isoliert worden waren, sehr dhnlich

war. Die Stimme 928a und b konnten zusétzlich Raffinose abbauen (Tab. 9).
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Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurden sieben verschiedene Genotypen ermittelt
(Abb. 3). Der Vakzinestamm mit dem Genotyp A wurde danach nicht wieder nachgewiesen.
Die Stamme mit identischer Serovar und dhnlichem bzw. gleichem Biochemotyp konnten
jeweils einem gleichen Genotyp zugordnet werden (Nr.648 und 669 Genotyp B; Nr.711 und
714 Genotyp C; Nr.800 und 814 Genotyp D). Die Stimme 863 und 928a und b mit
unterschiedlichem Typisierungsverhalten der O:H:K-Antigene und &hnlichen bzw.
identischen Biochemotypen wurden aufgrund der Restriktionsmuster verschiedenen
Genotypen (Genotyp E bis G) zugeordnet, wobei aber eine gewisse Ahnlichkeit der
Grundmuster zwischen den Stammen 863 und 928b bestand. Die Differenz der Fragmente

betrug jedoch mehr als drei.
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669 - B
711 -C
714 - C
800-D
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928a-F
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Abb. 3: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 2
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.3 Patientin 3

Patientin 3, weiblich, 66 Jahre bei Beobachtungsbeginn, war an einer chronisch

rezidivierenden Pyelonephritis erkrankt. 1970 wurde bei der Patientin aufgrund einer

Nephrolithiasis und nachfolgend funktionsloser Niere die Nephrektomie rechts durchgefiihrt.

Seit 1974 befand sich die Patientin in der Betreuung der nephrologischen Ambulanz der

Inneren Medizin der Universitit Rostock. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich tiber fiinf

Jahre und drei Monate.

4.3.1 Vakzinierung

Die Patientin wurde im oben genannten Beobachtungszeitraum ein Mal vakziniert. Die Daten

der Vakzinetherapie sind in der Tab. 10 beschrieben.

Tab. 10: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 3

£
5 § £ o
5 & £ g Z
22| g E |
= Q
g = 5 Vakzineserotyp .2 O Vakzinierungszeitraum
s & = A
< < -
1. Vakzinierung 6 936 0 83:H-:KlI 3772 A 12.03.1992 — 15.04.1992

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H-: unbeweglicher Stamm

Die Vakzinetherapie wurde mit einem unbeweglichen O83-Stamm durchgefiihrt, der das K1-

Antigen trug. Die Patientin erhielt sechs Applikationen im wochentlichen Abstand. Der

Vakzinestamm wurde durch den Biochemotyp 3772 beschrieben und gehorte zum Genotyp A.
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4.3.2 Bakterienstammcharakterisierung

Im Beobachtungszeitraum wurden neun Stamme isoliert (Tab. 11).

Von den sechs O-typisierbaren Stimmen gehorten der Stamm 927 und der Vakzinestamm
(N1.936) zur O83-Serovar, zwei Stamme (Nr.976 und 1018) zur Ol14-Serovar, ein Stamm
(N1.991) zur O19-Serovar und ein Stamm (Nr.1129) zur O3-Serovar. Die anderen drei
Staimme (Nr.956, 1042 und 1182) waren nicht typisierbar.

Tab. 11: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 3

% 5
5 E s .
= — 0 5) 5
‘5 <8 2 g | =
= N = < ) >
o g g & > = °
o = = g o Q =
S = 5 & 5 B o
o ic] M D A m 1O
927 [24.10.1991 [>10° |083 H- K 1 3772 A
936 [28.11.1991 [>10° 3772| A
956 [06.02.1992 [3x10' [On.t. H- Kn.t. 3715| B
965 steril
12b steril
12¢ steril
12d steril
976 >10° |014 H+ Knt |7611| C
12f steril
991 107.05.1992 |<10* |019 H+ Knt |3710| D
1018 |15.07.1992 [>10° |0 14 H+ Knt [3711] E
1042 121.09.1992 [>10° |On.t. H+ Knt |3716] F
1129 [15.06.1993 |1x10* |03 H+ Knt |3716| G
1182 |25.04.1994 [>10° |On.t. H- K1 1712| H
1307 16.01.1996 [<10* |kein Stamm
1345 [12.09.1996 [<10* |kein Stamm
1374 |17.01.1997 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Der Stamm 936 wurde zur Herstellung der Autovakzine verwendet und sechs Mal appliziert

(Tab. 11, rot unterlegt).

Wihrend fiinf der Stimme (Nr.976 bis 1129) beweglich waren, waren die verbleibenden vier
Stamme (N1.927, 936, 956 und 1182) nicht beweglich. Das Kapselantigen konnte nur bei den
ersten beiden Stimmen und dem letzten Stamm (Nr.927, 936 und 1182) bestimmt werden

(K1-Antigen). Die anderen Stimme hatten ein nicht typisierbares Kapselantigen.
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Es konnten sieben Biochemotypen ermittelt werden (Tab. 11, Tab. 12). Der Stamm 927 und
der Vakzinestamm (Nr.936) waren durch den identischen Biochemotyp 3772 charakterisiert.
Alle anderen Stimme hatten &hnliche bzw. gleiche Biochemotypen (Nr.1042 und 1129 mit
Biochemotyp 3716).

Der Stamm 976, der unter der Vakzinierung isoliert wurde, war als einziger Stamm
Hémolysin positiv, wéhrend die anderen Stimme kein Hamolysin bildeten (Tab. 12). Der
Héamolysin positive Stamm (Nr.976) konnte im Gegensatz zu den anderen Stdmmen kein
Ornithin abbauen und der letzte isolierte Stamm (Nr.1182) war der mit den wenigsten
positiven Reaktionen und konnte als einziger kein Glycerol fermentieren.

Die biochemischen Eigenschaften fiir Dulcitol, Sorbose und Salicin wechselten (Tab. 12).

Tab. 12: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 3

Fermentation von
on
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£ 4 = 2 5} 2 o
5 = =23 2| = ol 212 g |2
g 5 Te g 2128l 2 HEHEIEE 5|5
£ 5 ) g c|la|lél=l=IE1E1S|ElS|81E) = |5
2 s |5 5 slzlZ12| 212152212125 15) € | &
& 2 2 5 3 Elol3lalElslel gl zlalalél & |8
927] 24.10.1991|>10° |0 83 H- K 1 A+ 1+ +1 1+ -1+]-13772] A
936] 28.11.1991]>10° |083 H- K 1 ) N i R R e S +| -] 3772| A
956] 06.02.1992]3x10" |Oont H- Knt. | - | + |+ |+ +) - -|+0+] -] +1]3715| B
976| 08.04.1992|>10° [o14 H+Knt. L+ + |+ +] + V=0 - -]+ -1-1]+17611] C
991] 07.05.1992]<10* 019 H+Knt | -| + | + 0+ +[+0-|-1+0-1]-1-13710/D
1018] 15.07.1992]>10° |o14 H+Knt. | - + |+~ + +0-|-|+0-|-|+|3711]E
1042] 21.09.1992]>10° [ontH+Knt | -| + ] =0+ |+ -| -1+ +|+]|-13716 F
1129] 15.06.19931x10* [03 H+Knt | -| +| + 0+ |+ -| -+« +|+]| -13716/ G
1182] 25.04.1994|>10° |On.t H- K 1 N Y T S e I e e B TA Tl IS
Codetripletts a4l 2 1} 4] 2| o 4 2| 1] 4] 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
Codetripletts: additive Werte der positiven Reaktionen pro Triplett ergeben den
biochemischen Code
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Der Stamm 927 und der Vakzinestamm (Nr.936) waren serotypisch (0O83:H-:K1),
biochemotypisch (Biochemotyp 3772) und auch genotypisch (Genotyp A) identisch. Alle
anderen Stimme hatten verschiedene Restriktionsmuster und wurden den Genotypen B bis H
zugeordnet. Auch die Stimme 1042 und 1129 mit identischem Biochemotyp (Biochemotyp
3716) wurden verschiedenen Genotypen (Genotyp E und F) zugeordnet. Wahrend bei dem
Stamm 1042 das O-Antigen nicht typisierbar war, konnte bei Stamm 1129 die O3-Serovar

erhoben werden.
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Abb. 4: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 3
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.4 Patientin 4

Patientin 4, weiblich, 47 Jahre bei Beobachtungsbeginn, befand sich seit 1977 wegen
rezidivierender Harnwegsinfekte in urologischer Behandlung. 1979 wurde sie in die
nephrologische Ambulanz der Universitdt Rostock iiberwiesen. Es wurden chronisch
rezidivierende Zystitiden nachgewiesen und eine rechtsseitige Ren mobile diagnostiziert.

Der Beobachtungszeitraum betrug ein Jahr und sieben Monate.

4.4.1 Vakzinierung

Bei der Patientin wurde im Beobachtungszeitraum ein Mal eine Vakzinetherapie

durchgefiihrt. Die Vakzinierungsdaten sind in Tab. 13 beschrieben.

Tab. 13: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 4

= o
5| E = e
5 5| & £ z
- 2 |
= ¥ £ . S ) . .
§ é % Vakzineserotyp = Vakzinierungszeitraum
< <| >
1. Vakzinierung 6 1039 02 : H+: Kl 3717 B 27.10.1992 - 01.12.1992

Legende: H+: beweglicher Stamm

Unter der Vakzinierung erhielt die Patientin sechs Applikationen im wochentlichen Abstand.
Der Vakzinestamm war ein beweglicher O2-Stamm mit dem Kapselantigen K1. Der Stamm
wurde durch den Biochemotyp 3717 charakterisiert und gehorte zum Genotyp B. Der

Vakzinierungszeitraum ist in der Tab. 13 beschrieben.
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4.4.2  Bakterienstammcharakterisierung

Wihrend des Beobachtungszeitraumes wurden acht Stimme isoliert (Tab. 14). Alle, auBBer der
Stamm 1118, der ein nicht typisierbares O-Antigen hatte, konnten O-typisiert werden.
Wihrend der erste Stamm (Nr.941) zur O6-Serovar gehorte, wurden bei den anderen
Stammen (Nr.1039 bis 1065 und 1140) das O2-Antigen typisiert. Alle Stimme waren
beweglich. Mit Ausnahme des O6-Stammes (Nr.941), der ein nicht typisierbares
Kapselantigen hatte, wurde bei den O2-Stdmmen (Nr.1039 bis 1065 und 1140) und dem nicht
O-typisierbaren Stamm Nr.1118 das K1-Antigen ermittelt.

Tab. 14: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 4

— ® =1

2 £ |E 2

£ S = e 2|3

= 22 |5 2 ERE

2 & 3 M D o a o

941 |20.12.1991 [>10° |06 H+ Knt |7777 |A

1039 [08.09.1992_|>10° |77 |B

1040 |16.09.1992 |>10° |02 H+ K1 |3717 |B
02 H+ K1 [3717 |B

02 H+ K1 |3717 |B

02 H+ K1 |3717 |B

1118 [04.05.1993 [<10® |Oont H+ K1 [3717 |B
1140 [05.07.1993 [<10* |02 B+ K1 [3717 |B
1143 [14.07.1993 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm

Der Stamm 1039 wurde fiir die Herstellung der Autovakzine verwendet und sechs Mal

appliziert (Tab. 14, rot unterlegt)
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Es konnten zwei Biochemotypen erhoben werden. Der O6-Stamm (Nr.941) wurde durch den
Biochemotyp 7777 charakterisiert. Er war als einziger Stamm Héamolysin positiv (Tab. 15).
Bei dem Vakzinestamm (Nr.1039), den O2-Stdmmen (Nr.1040 bis 1065 und 1140) sowie
dem Stamm mit nicht typisierbarem O-Antigen (Nr.1118) wurde der identische Biochemotyp
3717 ermittelt.

Tab. 15: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 4
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941 | 20.12.1991 | >10°[06 H+Knt. | +] + |+ +| + ] + )+ |+ | +]| +]7777| A
1039] 08.09.1992 | >10°|02 H+K 1 b+ - -+ +13717] B
1040 ] 16.09.1992 | >10°|02 H+K 1 b+ - -+ +13717] B
1057 03.11.1992 | >10°|l02 H+K 1 +|1+1+1+1]+ +1+]+] +13717| B
1059 10.11.1992 | <10*]l02 H+K 1 B B RSN BE BT B -1+ +]1+]+Q13717| B
1065 24.11.1992 | <10*]l02 H+K 1 B B RS BET BT B -1+ +!1+]+Q13717| B
1118 04.05.1993 | <10° JOn.t. H+ K 1 A+l 1«1 -1-1+01+]+]+13717] B
1140 05.07.1993 | <10*]J02 H+K 1 A+l 1«1 -1-1+01+]+]+13717] B
Codetripletts a4l 2 1} 4] 2| 1] 4| 2| 1] 4] 2] 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H+: beweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
Codetripletts: additive Werte der positiven Reaktionen pro Triplett ergeben den
biochemischen Code
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Nach Auswertung der Restriktionsmuster gab es zwei Genotypen (Abb. 5). Die O6-Serovar
(Nr.941) wurde dem Genotyp A zugeordnet. Der Vakzinestamm und die weiteren vor,
wihrend und nach der Vakzinierung isolierten Stimme gehorten zum Genotyp B. AuBler dem
Stamm 1118, der ein nicht typisierbares O-Antigen hatte, stimmten die Stimme in Serovar
und Biochemotyp {iberein. Der Vakzinestamm war also unter und auch nach der

Vakzinierung weiterhin nachweisbar, allerdings nur einmal in signifikanter Keimzahl.

1{1039-B
|| Standard

<

1
—
g
(=)

Abb. 5: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 4
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.5 Patientin 5

Patientin 5, weiblich, 63 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde wegen einer chronisch
rezidivierenden Pyelonephritis seit 1988 in der nephrologischen Ambulanz der Inneren
Medizin der Universitdt Rostock behandelt. Diese bestand laut klinischen Angaben schon
Jahre bevor die Patientin in die Spezialambulanz iiberwiesen wurde. Wéhrend des

Beobachtungszeitraums von neun Monaten wurden sechs E. coli-Stimme isoliert.

4.5.1 Vakzinierung

In der Beobachtungszeit wurde die Patientin ein Mal einer Vakzinetherapie zugefiihrt. Die

Vakzinierungsdaten sind in Tab. 16 beschrieben.

Tab. 16: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 5

Biochemotyp
Genotyp

Vakzineserotyp Vakzinierungszeitraum

Anzahl der
Applikationen
Vakzinestammnr

959 039:H-:Kn.t. | 3772 B 21.06.1992 und 26.06.1992

S}

1. Vakzinierung

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H-: unbeweglicher Stamm

Die Patientin erhielt zwei Applikationen im Abstand von einer Woche mit dem
Vakzinestamm, einer unbeweglichen O39-Serovar mit nicht typisierbarem Kapselantigen. Der
Stamm war durch den Biochemotyp 3772 charakterisiert und gehorte zum Genotyp B.

Nach der zweiten Applikation musste die Therapie aufgrund einer Harnwegsinfektion

abgebrochen werden.
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4.5.2 Bakterienstammcharakterisierung

In dem Beobachtungszeitraum wurden sechs Stimme isoliert (Tab. 17). Vier der Stimme
(949 bis 986 und 1009) konnten als O39-Serovar identifiziert werden. Wéhrend ein Stamm
(N1.926) einer nicht O-typisierbaren Serovar entsprach, lag der Stamm 1007 als Rauhform

Vvor.

Tab. 17: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 5

= A =]
2 g E 2
E on ~ ° Z\' =
3 £ = 0 o) g |2
g = K= s g | =
g 2k £ g 2 5 |8
8 2 s R 5 S |5
N £ 3 ) N o) &)
926 22.10.1991 >10° [ont. H+K30 |3772] A
949 17.01.1992 >10° |039 H- Knt. [7772| B
959 14.02.1992 >10° | 3772 | B
986 24.04.1992 >10° |039 H- Kn.t. |3772| B
ORF H- Knt [3772]| B
1009 03.07.1992 >10° |039 H- Knt |3772| B

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Aus dem Stamm 959 wurde die Autovakzine hergestellt. Die Vakzinierung wurde nach zwei
Applikationen wegen einer HWI abgebrochen (Tab. 17, rot unterlegt).

AuBer dem ersten Stamm (Nr.926), der beweglich war, waren alle anderen Stimme (Nr.949
bis 1009) unbeweglich. Bei dem beweglichen Stamm 926 konnte das K30-Antigen typisiert
werden, wihrend das Kapselantigen bei den restlichen Stémmen nicht typisierbar war.

Nach der Biochemotypisierung konnten bei fiinf Stimmen der identische Biochemotyp 3772
und bei Stamm 949 der dhnliche Biochemotyp 7772 erhoben werden. Dieser bildete im
Gegensatz zu allen anderen Stimmen Hémolysin (Tab. 18). Serotypisch entsprach er dem

Vakzinestamm (Nr.959), der einen Monat spéter isoliert wurde.
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Tab. 18: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 5

Fermentation von
£ S
5 2 _ 5 g
£ 3 E 5 S
§ & =~ o = © % Q S g
5 s |§°¢ g E Elé15(elz]gl=l B |5
el 2 |Ef g AR E EEE EEE B E R
o 'S S = o = = [5)
& 2 Vs 3 sl slzlzlslelglzlal8ls8]l & [&
926 | 22.10.1991 | >10° [0 n.t. H+ K 30 -+ - ] - 13772] A
949 | 17.01.1992 | >10° [0 39 H- K n.t. ++ |+ +|+1 )+ ]+ -1+]-17772] B
959 | 14.02.1992 | >10° [0 39 H- K n.t. -+l +y ]+ -|+]-13772] B
986 | 24.04.1992 | >10° [0 39 H- Kn.t. -+ - ] - 13772 B
1007 | 26.06.1992 | >10° |O RF H- K n.t. -+ - ] - 13772 B
1009 | 03.07.1992 | >10° |0 39 H- K n.t. -+ -] - 13772 B
Codetripletts 41 21 1§ 4] 2| 1} 4] 2| 1] 4| 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF:Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fiihren
Codetripletts: additive Werte der positiven Reaktionen pro Triplett ergeben den
biochemischen Code
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Abb. 6: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 5
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese

Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurde der bewegliche nicht O-typisierbare Stamm
mit K30-Antigen (Nr.926) dem Genotyp A und alle anderen Stimme dem Genotyp B
zugeordnet (Abb. 6). Zwischen den Restriktionsmustern der beiden Genotypen bestanden

mehr als drei Fragmente Differenz.
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4.6 Patientin 6

Bei der Patientin 6, weiblich, 33 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde 1987 eine fokal
sklerosierende Glomerulonephritis diagnostiziert. Seit dieser Zeit befand sich die Patientin in
der Behandlung der nephrologischen Ambulanz der Inneren Medizin der Universitét Rostock.

Des Weiteren litt die Patientin unter chronisch rezidivierenden Harnwegsinfektionen und

einer chronischen Niereninsuffizienz.

Die Patientin wurde innerhalb der Autovakzinetherapie {iber einen Zeitraum von einem Jahr

und elf Monaten beobachtet, in dem vier E. coli-Stimme isoliert wurden.

4.6.1 Vakzinierung

Bei der Patientin wurde im Beobachtungszeitraum ein Mal eine Vakzinetherapie

durchgefiihrt. In Tab. 19 sind die Vakzinierungsdaten beschrieben.

Tab. 19: Ubersicht der Vakzinetherapie der Patientin 6

Biochemotyp
Genotyp

Vakzineserotyp Vakzinierungszeitraum

Anzahl der
Applikationen
Vakzinestammnr.

966 ORF:H+:K30 | 3754 A 06.07.1992 — 10.08.1992

(o)}

1. Vakzinierung

Legende: RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm

Die Patientin erhielt wihrend der Vakzinierung sechs Applikationen im wochentlichen
Abstand. Der Vakzinestamm war eine bewegliche Rauhform mit dem Kapselantigen K30.

Der Stamm war durch den Biochemotyp 3754 charakterisiert und gehorte zum Genotyp A.

Der Vakzinierungszeitraum ist der Tab. 19 zu entnehmen.
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4.6.2 Bakterienstammcharakterisierung

Im Beobachtungszeitraum wurden vier Stidmme isoliert (Tab. 20). Wihrend der
Vakzinestamm (Nr.966) als Rauhform vorlag, waren die zwei unter bzw. nach der
Vakzinierung isolierten Stamme (Nr.1011 und 1053) nicht O-typisierbar. Der letzte Stamm
(Nr.1174) war eine Ol4-Serovar. Die Rauhform und der Ol4-Stamm (Nr.966 und 1174)
waren beweglich. Von den beiden Stimmen mit nicht typisierbarem O-Antigen waren ein
Stamm unbegeiflelt und der andere durch ein nicht typisierbares H-Antigen gekennzeichnet.
Das K-Antigen war nur bei dem Vakzinestamm (Nr.966) als K30-Antigen zu typisieren. Bei
den anderen drei Stdmmen (Nr.1011, 1053 und 1174) war das Kapselantigen nicht typisierbar.

Tab. 20: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 6

Stammnummer
Probeneingangs
Keimzahl / ml
Biochemotypen

Urinprobe

5]

w > Genotypen

On.t H- Kn.t

1053 23.10.1992 |>10° [On.t. Hnt. Knt. [3756 |C
1174(17.02.1994 [>10° [0 14 H+ Knt [7716 |D

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Es konnten drei Biochemotypen ermittelt werden. Der Biochemotyp der zwei unter und nach
der Vakzinierung isolierten Stimme (Biochemotyp 3756) unterschied sich nur im
Fermentationsvermdgen von Sorbose vom Biochemotyp des Vakzinestammes (Biochemotyp
3754). Diese beiden Stamme waren nicht O-typisierbar (Tab. 21).

Der O14-Stamm (Biochemotyp 7716) war als einziger Hamolysin positiv, konnte aber keine

Raffinose abbauen.
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Tab. 21: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 6

Fermentation von
2

o~ g 5 =
5] = — = g
g 3 = < >
g 5 |z 2 o THE g5

= > 1281 = = I
el B |5E g AHEHAEE HEHEHE B ERE
g = g = 5 slolelE|lz|l=lElslEls]|l2e]8 3} =
s S 5 5 sl=2|2l412ELlS] 8 2l5|l35] 2|8
2] 2z M D %) =151 K K= R R A B = IS L S
966 | 16.03.1992 | >10°[ORF H+ K30 | - [+ + 0+ [+ | -] +0+]-|-]3754]| A
1011 06.07.1992 | >10° |0 n.t. H- Kn.t. +|l+f+t ]+ -1ttt 3756 | B
1053 | 23.10.1992 | >10° [Ont. Hnt.Knt. | - | + |+ + [ +| +] + +1+]+|-13756]| c
11741 17.02.1994 | >10° |0 14 H+ Kn.t. |+ +1+|+1+F-1-1+1+1+]|-17716] D
Codetripletts 41 2 1§ 4| 2| 1} 4] 2| 11 4] 2 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF:Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren

Die Auswertung der Restriktionsmuster zeigte vier verschiedene Genotypen A bis D (Abb. 7).

Es konnten keine Ahnlichkeiten zwischen den Mustern festgestellt werden.

Abb. 7: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 6
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.7 Patientin 7

Patientin 7, weiblich, 59 Jahre bei Beobachtungsbeginn, befand sich seit 1978 wegen einer
schweren, chronisch rezidivierenden Pyelonephritis in der Behandlung der nephrologischen
Ambulanz der Inneren Medizin der Universitdit Rostock. Der Beobachtungszeitraum

erstreckte sich iiber eine Zeit von vier Jahren und acht Monaten. Wahrend der gesamten Zeit

war die Patientin bakteriurisch.

4.7.1 Vakzinierung

Im Beobachtungszeitraum wurden zwei Vakzinetherapien durchgefiihrt. In Tab. 22 sind die

Vakzinierungsdaten beschrieben.

Tab. 22: Ubersicht der Vakzinetherapien der Patientin 7

Vakzineserotypen Vakzinierungszeitraiume

Anzahl der
Applikationen
Vakzinestammnr.
Biochemotypen
Genotypen

630 02 :HI :Kn.t. 5712 Al 23.05.1989 - 07.06.1989

w

1. Vakzinierung

2. Vakzinierung 3 630 02 :HI :Kn.t. 5712 Al 25.09.1990 — 09.10.1990

Legende: n.t.: nicht typisierbar

Die Vakzinierungen wurden mit demselben Vakzinestamm (Nr.630) durchgefiihrt, welcher
durch den Biochemotyp 5712 und den Genotyp Al charakterisiert war. Bei beiden
Vakzinierungen erhielt die Patientin jeweils drei Applikationen im wochentlichen Abstand.

Die Vakzinierungszeitrdume sind in der Tab. 22 aufgefiihrt.
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4.7.2  Bakterienstammcharakterisierung

In der Beobachtungszeit wurden 25 Stdmme isoliert (Tab. 23). 13 Stimme waren O-
typisierbar. Es wurden drei O2-Stdmme (Nr.630, 633 und 638), drei O9-Stdmme (Nr.769, 783
und 792), zwei O17-Stdimme (Nr.675 und 705b) und zwei O75-Stdimme (Nr.1111b und 1163)
ermittelt. Die Stimme 705a, 1043 und 1151 waren jeweils durch das O6-, O7- und das OS-
Antigen charakterisiert. Vier Isolate (Nr.813 bis 824) waren nicht typisierbar, und weitere
acht Stimme (Nr.644 bis 666, 903, 1086 und 1111a) lagen als Rauhformen vor.

Tab. 23: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 7

@ =
2| 2 E 2
£ 0 = g |5
: |z 1% : |2
£ 2 E E g 2 5 |z
S e B R 5 2|8
N o] ) ) m O
630 [06.03.1980 [>10°  |GINNRIIRELs7 12 [ Al
633 115.03.1989 |>10° 02 H1 Knt [5716 | Al
638 106.04.1989 [>10° |02 H1 Knt [5716 | Al
644 119.04.1989 |>10° |ORF H1 Knt |[5716 | A2
651 >10° ORF HlI Knt [5716 |A2
653 >10° ORF HI Knt [5716 |A2
655 >10° ORF HlI Knt [5716 |A2
666 121.06.1989 |>10° ORF HlI Knt [5716 | A2
675 117.08.1989 |>10° 017 H- Knt |[1754 |BI1
704 114.09.1989 |>10°
705a 109.11.1989 |>10° |oe6 HI K35 3716 | C
705b 109.11.1989 |>10° 017 H- Knt [3755 |B2
769 120.04.1990 |>10° 09 HntKnt |[7756 | D
7154 114.05.1990 |>10°
783 128.05.1990 |>10° |09 HntKnt |[5756 | E
792 103.07.1990 |>10° 09 HI16 Knt. |7757 | F
807 [06.09.1990 [>10°
813 >10° Ont H- Knt |1611 |G
815 ~10° Ont H- Knt |1611 |G
817 >10° Ont H- Knt |1611 |G
824 23.10.1990 [>10° |Ont H- Knt |1611 | G
903 [07.08.1991 |>10° |ORF H- Knt |[3776 | H
1043 [22.09.1992 [>10° |07 H+ K100 [3776
1086 |22.01.1993 |>10° |ORF H+ Knt [3776 | 1
1111a|16.04.1993 |>10° |ORF H+ K5 7777 | 7
1111b]16.04.1993 [>10° 075 H+ K5 7777 | 7
1151 [26.07.1993 [~8x10* |08 H- Knt [3773 | K
1163 |24.11.1993 |>10° |075 H+ K5 7776 | 7

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Der Vakzinestamm 630 und die Daten der jeweils drei i.m.-Applikationen pro

Vakzinetherapie sind in der Tab. 23 rot unterlegt.
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Bei dem Vakzinestamm (Nr.630) und den um die erste Vakzinierung isolierten O2-Stimmen
und Rauhformen, sowie bei dem O6-Stamm (Nr.705a) konnte das H1-Antigen typisiert
werden. Bei einer O9-Serovar (Nr.792) wurde das H16-Antigen typisiert. Fiinf weitere
Staimme (Nr.1043 bis 1111b und 1163) waren beweglich. Wihrend acht Stamme (Nr.675,
705b, 813 bis 903 und 1151) unbeweglich waren, wurden zwei Stimme (Nr.769 und 783)
durch ein nicht typisierbares Gei3elantigen gekennzeichnet.

Die Mehrzahl der Isolate hatte ein nicht typisierbares Kapselantigen. Vier Mal (Nr.705a,
1111a und b und 1163) war das K5-Antigen zu ermitteln und ein Mal konnte das K100-
Antigen typisiert werden.

Es konnten insgesamt 13 Biochemotypen erhoben werden. Der Vakzinestamm (Nr.630) war
durch den Biochemotyp 5712 charakterisiert und konnte kein Dulcitol fermentieren (Tab. 24,
orange unterlegt), wihrend die weiteren O2-Stdmme und Rauhformen (Nr.633 bis 666) durch
den dhnlichen Biochemotyp 5716 charakterisiert waren und Dulcitol abbauen konnten (Tab.
24).

Die drei Stimme der O9-Serovar (Nr.769 bis 792) waren durch dhnliche Biochemotypen
gekennzeichnet. Der Stamm 783 konnte als einziger kein Glycerol abbauen, und der Stamm
792 konnte zusitzlich zu den anderen Stoffwechselleistungen auch Salicin fermentieren (Tab.
24, orange unterlegt).

Die wihrend und nach der zweiten Vakzinierung isolierten Stimme (Nr.813 bis 824) wurden
durch den identischen Biochemotyp 1611 charakterisiert.

Nach der zweiten Vakzinierung wurde eine unbewegliche Rauhform (Nr.903), ein O7-Stamm
(Nr.1043) und eine bewegliche Rauhform (Nr.1086) angeziichtet, bei denen der identische
Biochemotyp 3776 vorlag.

Die Rauhform 1111a und der O75-Stamm 1111b mit dem gemeinsamen Biochemotyp 7777
wurden aus derselben Urinprobe isoliert und sind durch das K5-Antigen charakterisiert. Bei
der anderen O75-Serovar (Nr.1163), die das gleiche Kapselantigen trug, wurde der dhnliche
Biochemotyp 7776 ermittelt. Der Stamm konnte kein Salicin verstoffwechseln (Tab. 24
orange unterlegt).

Die Patientin war wéhrend der Vakzinetherapien bakteriurisch. In der Zeit nach der ersten
Vakzinierung hielten die gehduften signifikanten Bakteriurien unverdandert an, wihrend in den
zwel Jahren nach der zweiten Vakzinierung nur noch einmal pro Jahr eine Bakteriurie
festgestellt wurde. Erst im darauf folgenden Jahr nahm die Frequenz der Bakteriurien wieder

Zu.
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Tab. 24: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 7

Fermentation von
on

5 g E .

< = = o
g E e g B HEEEERIA R
o o — = S| <= = o | = = >
& Z s 2 Zlo|Slalslslelélzlalgléal & [S
630 | 06.03.1989| >10° |02 H1 Knt +] -+ ++]1+0 -1 -1+ -]+ -15712| A1
633 15.03.1989 | >10° |02 H1 Kn.t + -1+ 1+ -] -1 +1 |+ 5716 | Al
638 | 06.04.1989| >10° |02 H1 Knt +] -]+ +]+]1+0 -] -1+ +]+] -15716]| A1
644 19.04.1989 | >10° |[ORFH1 Kn.t. +l -1+t -) - - 57161 A2
651 23.05.1989 | >10° |[ORFH1 Kn.t. +l -1+ - - - 57161 A2
653 |30.05.1989| >10° |ORFH1 Kn.t. +l -1+ - - - 57161 A2
655 | 07.06.1989 | >10° |ORFH1 Kn.t. + -+ + Y- -+ ] - 5716] A2
666 | 21.06.1989| >10° |[ORFH1 Kn.t. + -+ ++ -] -+ ] - 5716] A2
675 | 17.08.1989 | >10° 017 H- Kn.t. -1 +b 1A -] -] - 11754 Bl
705a | 09.11.1989 | >10° |06 H1 K5 -+l +p )+ - -+ + ] - 13716 C
705b | 09.11.1989 | >10° [017 H- Kn.t -+l +1 -+ - H13755]B2
769 |20.04.1990 | >10° |09 Hn.t Kn.t. +l++p P+ - | - 17756 D
783 | 28.05.1990 | >10° |09 Hn.t Kn.t. +] -]+ +|+]+ ] -1+ +]+]| -15756| E
792 | 03.07.1990 | >10° |09 H16 Kn.t. + -]+ +|+]+0 ] -]+ +]+ +17757| F
813 | 25.09.1990 | >10° |On.t H- Kn.t -l -1+ 1+ -0 -1 -1+ -]-1+11611| G
815 | 01.10.1990 | >10° |On.t H- Kn.t -l -1+ -b- -1+ - - 161l G
817 | 09.10.1990 | >10° |On.t H- Kn.t -l -1+t -b-1 -1+ -1 -1 thl1611| G
824 | 23.10.1990 | >10° |On.t H- Kn.t -l -1+t -b-1 -1+ - -1 tRl61l| G
903 | 07.08.1991 >10° |ORF H- Kn.t. -+l | - 137761 H

1043 | 22.09.1992 | >10° |07 H+ K100 -+l - |3776
1086 | 22.01.1993 >10° |ORF H+ Kn.t. -+l - 3776 0
1111a| 16.04.1993 >10° |ORF H+ K5 S I B I I (N I BN B I B o i )
1111b | 16.04.1993 >10° 075 H+ K5 S I B I (N (N I B B I B o i )
1151 | 26.07.1993 | ~8x10* |08 H- Kn.t. -+l - H 3773 K
1163 | 24.11.1993 >10° |075 H+ K5 +l+|+ LA - 7776 )
Codetripletts 41 2| 1} 4] 2] 1] 4| 2| 1) 4] 2| 1
egende: n.t.:nic isierbar; RF:Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
Legend t ht typisierbar; RF:Rauhf H+: beweglicher St H beweglicher St

(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet

Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des

biochemischen Codes fithren
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Nach der Genotypisierung wurden 12 Genotypen abgegrenzt (Abb. 8). Der Vakzinestamm
(Nr.630) und die bis nach Abschluss der ersten Vakzinierung angeziichteten Stimme (Nr.633
bis 666) wurden dem Genotyp A zugeordnet, wobei die O2-Stamme (Nr.630 bis 638) zum
Subtyp Al und die Rauhformen aufgrund der Differenz eines Fragmentes zum Subtyp A2
gehorten. Die zwei O17-Stdmme mit identischer Serovar aber differentem Biochemotyp
gehorten zum Genotyp B, der gleichfalls aufgrund einer Differenz von drei Banden in die

Subtypen B1 und B2 unterteilt wurde.

Die wihrend und nach der zweiten Vakzinierung isolierten Stimme (Nr.813 bis 824) mit
identischen Biochemotypen waren auch genotypisch identisch (Genotyp G). Auch die zwei
O75-Serovare (Nr.1111b und 1163) und die Rauhform Nr.1111a, die alle das K5-Antigen
trugen und biochemotypisch dhnlich bzw. identisch waren, konnten einem Genotyp (Genotyp
J) zugeordnet werden.

Dagegen waren die drei Stamme der O9-Serovar (Nr.769 bis 792) mit zwar dhnlichem
Biochemotyp, wie auch die zwei Rauhformen Nr.903 und 1086 und die O7-Serovar (Nr.1043)
mit identischem Biochemotyp, verschiedenen Genotypen (D bis F, H und I) zuzuordnen.

Die Staimme 705a und 1151 zeichneten sich durch eigenstindige Serovare, Biochemotypen

und auch Genotypen aus.

') Stansdard
4 630 - Al
§ 633 - Al
i 638 - Al
B 644 - A2
4651 - A2
§653 - A2
8655 - A2
H666 - A2
8675 - Bl
8 705a- C
8 705b- B2
¥ Standard

769 - D

Standard

Abb. 8: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 7
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.8 Patientin 8

Patientin 8, 70 Jahre bei Beobachtungsbeginn, befand sich seit 1980 in der nephrologischen
Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der Universitdt Rostock wegen einer chronischen
Pyelonephritis bei vesikoureteralem Reflux in Behandlung. Innerhalb der Untersuchungen zur

Autovakzinetherapie wurde die Patientin iiber zwei Jahre und vier Monate beobachtet.

4.8.1 Vakzinierung

In der Beobachtungszeit wurde die Patientin zwei Mal einer Vakzinetherapie unterzogen. Die

Vakzinierungsdaten sind in Tab. 25 beschrieben.

Tab. 25: Ubersicht der Vakzinetherapien der Patientin 8

g 5
5 £ 5 5
St =) < o &
s S g g 2
= = Q ) =]
= 2| £ . = 5 . -
g = B Vakzineserotypen | 8 &) Vakzinierungszeitriume
=) (o) < m
< < >
1. Vakzinierung 6 1218 Ol : H-: K1 1710 B1 03.03.1995-07.04.1995
2. Vakzinierung 6 1347 Ol : H-: K1 1710 B7 15.11.1996-19.12.1996

Legende: H-: unbeweglicher Stamm
Wiéhrend beider Vakzinierungen erhielt die Patientin jeweils sechs Applikationen im
wochentlichen Abstand. Die Vakzinestimme waren serotypisch (Serovar: O1 : H- : K1) und
biochemotypisch (Biochemotyp 1710) identisch und gehorten zum Genotyp B, wobei der
erste Vakzinestamm (Nr.1218) dem Subtyp B1 und der zweite Vakzinestamm (Nr.1347) dem

Subtyp B7 zugeordnet wurde.
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4.8.2 Bakterienstammcharakterisierung

In der Beobachtungszeit konnten 15 E. coli-Stdimme isoliert werden (Tab. 26). Alle Stimme
gehorten zum Serotyp O1 : H- : Kl. Wéhrend die Patientin in der Zeit der ersten
Vakzinierung und danach bakteriurisch blieb, wurde mit Beginn der zweiten Vakzinierung
kein weiterer Stamm isoliert. Der weitere Verlauf nach Abschluss der Vakzinierung lag zum

Abschluss der Untersuchungen nicht vor und kann somit nicht beurteilt werden.

Tab. 26: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 8

= & =
=l 22 |58 2 | 2|¢
) & o M D %) m &}
1200 30.08.1994 |>10° o1 H-K1 |1710 | Al
06.12.1994 1710 | Bl
O1 H-K1 |1710 | B2
O1 H-K1 |1710 | B3
O1 H-K1 |1710 | B4
O1 H-K1 [1610 | Al
O1 H-K1 |1710 | A2
O1 H-K1 1610 | B4
1254 |13.04.1995 [>10° |o1 H-K1 |1710 | B5
1258 |28.04.1995 [>10° |o1 H-K1 |1710 | B3
1270 |16.06.1995 [>10° |o1 H-K1 |1710 | B3
1280 |18.08.1995 |>10° |O1 H-K1 [1610 | B6
1298 |21.11.1995 |>10° |o1 H-KI |1710 | B7
1326 [03.05.1996 [>10° |o1 H-K1 |1610 | B8
17.09.1996 1710 | B7

Legende: H-: unbeweglicher Stamm

Die Vakzinestimme 1218 und 1347 und die Daten der jeweils sechs i.m. Applikationen pro

Vakzinetherapie sind in der Tab. 26 rot unterlegt.
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Biochemotypisch wichen die Stamme 1247, 1252, 1280 und 1326 vom vorherrschenden

Biochemotyp 1710 ab. Sie konnten im Gegensatz zu den anderen Isolaten die Aminoséure

Ornithin nicht verstoffwechseln, wodurch sich der Biochemotyp 1610 ergab (Tab. 27, orange

unterlegt).

Tab. 27: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 8

Legende:

Fermentation von
en
=] g

i g _ 3 5

g < g ) s

=l B |z 1HE g s
g 5 §e I Y el HHEHEEEIPERE
£ 2 E £ z AR E EIEE EIEE E EE R
s ) o = 5 s| 2|13 ELS] S S| 5= =t 5}
& 2 2 5 3 ElolslalElslel gl zlalalél & |8
1200] 30.08.1994 | >10° ot H-K1| -| - |+ |+ 0 - - +0-|-1]-1]1710]A1
1218 ] 06.12.1994 | >10° | O1 H-K1 e+ +)-1-1+ , 1710 | B1
1233] 03.03.1995 | 7x10* ot H-K1| -| - [+ [+ +0 -1 -+ -|-1-10Q1710]B2
1239 10.03.1995 | >10° ot H-K1| -| - |+ + | +| + | - +1-1-1-F1710|B3
1243 17.03.1995 | >10° ot H-k1| -| - |+ + |+ 0 - -+ -1-1]-101710|B4
1247] 23.03.1995 | >10° ot H-K1| -| - [+ + 1+ =0 - -1+ -1-1-1J1610]A1
1251] 31.03.1995 | >10° |otH-K1| -| - [+ ++|+0 -|-|+0-|-1]-]1710]A2
12521 07.04.1995 | >10° |otH-k1| -| - [+ ++| -0 -|-|+0-|-1]-/]1610]|B4
1254 13.04.1995 | >10° Jlotm-xu | - - 0+« +0 -| -1+« -1-1|-]1710]|Bs
1258 28.04.1995 | >10° ot H-k1| -| - |+ [+ +0 -1 -|+0-|-1]-1]1710]|B3
1270 16.06.1995 | >10° o1 H-k1] - | - +l+1+-1-1+0-1-1-11710]|B3
1280] 18.08.1995 | >10° ot H-K1| -| - [+ +[+P =0 -1 -+ -|-1-101610]|B6
1298 21.11.1995 | >10° ot H-K1| -| - [+ [+ +0 -1 -+ -|-1-0Q1710|B7
1326] 03.05.1996 | >10° ot H-K1| -| - [+ [+ -0 -1 -+ -|-1-11610]|Bs
1347] 17.09.1996 | >10° ot H-K1| -| - [+ [+ +0 -1 -+ -|-1-0Q1710|B7
Codetripletts 4] 21 1) 4] 2| 1} 4] 2| 1} 4] 2] 1

H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet

(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet )
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des

biochemischen Codes fiithren
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Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurden die Genotypen A und B erhoben (Abb. 9).
Die Stamme 1200, 1247 und 1251 wurden dem Genotyp A zugeordnet und die verbliebenen
Staimme (Nr.1218 bis 1243, 1252 bis 1347) dem Genotyp B.

Der Genotyp A wurde aufgrund einer Differenz von zwei Fragmenten in die Subtypen Al und
A2 unterteilt. Die Isolate 1200 und 1247 waren dem A1-Genotyp zugehorig und der Stamm
1251 dem Genotyp A2. Wihrend der Stamm 1200 noch vor den Vakzinetherapien isoliert
werden konnte, wurden die Stdmme 1247 und 1251 unter der ersten Vakzinierung
angeziichtet.

Der Genotyp B wurde in die Genotypen Bl bis B8 subklassifiziert. Zwischen den
Restriktionsmustern der einzelnen Stdmme lagen Differenzen von ein bis zwei Fragmenten
vor. Dabei konnten dem Genotyp B3 drei Isolate (1239, 1258 und 1270) zugeordnet werden.
Den Genotypen B4 und B7 konnten jeweils zwei Stimme zugeordnet werden (B4: 1243 und
1252; B7: 1298 und 1347). Den Genotypen B1, B2, BS und B6 gehorte jeweils ein Stamm an
(Abb. 9).

Standard
1200 - Al
1218 - Bl
1233 - B2
1239 - B3
1243 - B4
1247 - Al
1251 - A2
1252 - B4
1254 - B5
1258 - B3
1270 - B3
1280 - B6
W Standard
1298 - B7
n' 1326 - B8
| 1347 - B7

Abb. 9: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 8
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.9 Patientin 9

Patientin 9, 43 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde seit 1989 in der nephrologischen
Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der Universitit Rostock wegen einer chronisch
rezidivierenden  Pyelonephritis, die 1961  erstmals auftrat, behandelt. Der

Beobachtungszeitraum betrug sechs Jahre und vier Monate.

4.9.1 Vakzinierung

Im Beobachtungszeitraum von sechs Jahren und vier Monaten wurde die Patientin drei Mal

einer Autovakzinierung unterzogen. Die Vakzinierungsdaten sind in Tab. 28 beschrieben.

Tab. 28: Ubersicht der Vakzinetherapien der Patientin 9

= o
5| £ g | g
- : g
= § 2 < 5
% = 5 Vakzinestamm 8 &) Vakzinierungszeitraum
N aa]
25 °
1. Vakzinierung 3 685 02:H7:Kl 1756 Al 05.12.1989 - 06.02.1990
2. Vakzinierung 5 1045 | Ont. :H-:Knt | 7704 E 19.11.1992 — 30.12.1992
3. Vakzinierung 6 1217 O11:H-:Kn.t. 1752 16.02.1995 —22.03.1995

Legende: n.t.: nicht typisierbar; H-: unbeweglicher Stamm

Die Patientin erhielt wéhrend der Vakzinierungen drei bis sechs Applikationen im
monatlichen bis wochentlichen Abstand. Wéhrend der Vakzinestamm bei der ersten und
dritten Vakzinierung O-typisierbar war, wurde bei der zweiten Vakzinierung ein nicht
typisierbarer Stamm appliziert. Biochemotypisch waren sich die Vakzinestimme der ersten
und dritten Vakzinierung mit den Biochemotypen 1756 und 1752 sehr dhnlich, wiahrend der
Biochemotyp 7704 des zweiten Vakzinestammes deutlich abwich. Der erste und zweite
Vakzinestamm wurden als Genotyp A und E bezeichnet. Vom dritten Vakzinestamm konnte
kein Genotyp erstellt werden.

Die Vakzinierungszeitrdume sind der Tab. 28 zu entnehmen.
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4.9.2  Bakterienstammcharakterisierung

Im Beobachtungszeitraum wurden elf E. coli-Stimme isoliert (Tab. 29). Von den flnf
Stdimmen mit typisierbarem O-Antigen, gehorten zwei Stdmme (Vakzinestamm 685 und
Stamm 726) zur Serovar O2, wihrend drei Stamme (Nr. 935, 1137, 1217) zur Serovar O4,
O14 bzw. Ol1 gehorten. Alle anderen nachgewiesenen E. coli-Stdmme waren nicht O-
typisierbar oder lagen als Rauhformen vor. Hinsichtlich der Beweglichkeit (H-Antigene) war
die Mehrzahl der Staimme beweglich. Eine Typisierung wurde lediglich bei dem ersten
Vakzinestamm (Nr. 685) vorgenommen und als H7 identifiziert. Die Typisierung der
Kapselantigene ergab bei drei Staimmen (Nr. 685, 726 und 1244) ein K1-Antigen, wéihrend
die O4-Serovar (Nr. 935) ein K3-Antigen besaB3. Die Kapselantigene der restlichen Stimme
waren nicht typisierbar.

Tab. 29: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 9

— ® [=]

I 2
£ & g g |z
2 3 <8 2 £ |2
£ e |SE g 2|z
=) S 3 E g 3 3y °
s o =2 = 5 =
7 ] M D o) s )
68 9.1989 [>10° 1756 | Al
02 H- K1 [1756 | A2
778 109.05.1990 [>10° |Ont H- Knt [1770 | B
935 [21.11.1991 [>10° |04 H+ K3 |7677 | C
1045 [06.10.1992_[~10°_ |RNERNNRHNN 7704 | D
1055 |28.10.1992 [<10* |Ont H+ Knt [7777 | E
28.06.1993 t [3676 | F

06.12.1994 1752
s712 | G
1271 [21.06.1995 |>10° |Ont H+ Knt |7716 | H
1287 [11.10.1995 [>10° [ORF H+ Knt [|3777 | 1

1308 [17.01.1996 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Die Vakzinestimme 685, 1045 und 1217 und die Daten der i.m. Applikationen pro
Vakzinetherapie sind in der Tab. 29, rot unterlegt.
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Insgesamt konnten 10 verschiedene Biochemotypen erhoben werden. Die beiden O2-Serovar-
Staimme (Nr. 685 und 726) waren biochemotypisch identisch (Biochemotyp 1756). Wihrend
beim Vakzinestamm (Nr. 685) das H7-Antigen typisiert werden konnte, war der unter der
Vakzinierung nachgewiesene Stamm (Nr. 726) unbeweglich.

Die nach der Vakzinierung angeziichteten E. coli-Staimme (Nr. 778 bis 1055) wiesen
biochemotypisch Ahnlichkeiten auf. Wihrend das erste Isolat nach der Vakzinierung (Nr.
778) Glycerol, Dulcitol, Sorbose und Salicin nicht abbauen konnte und kein Hamolysin
bildete, konnten die drei anderen Stimme Dulcitol fermentieren und zwei der Stimme
Sorbose und Salicin. Sie sind auBlerdem alle drei Hadmolysin positiv (Tab. 30, orange
unterlegt). Besondere Ahnlichkeiten im Biochemotyp bestanden zwischen der O4-Serovar
(Nr. 935) und dem nicht typisierbaren Stamm (Nr. 1055), die sich nur im Ornithinabbau
unterschieden (Biochemotyp 7677 bzw. 7777, Tab. 30, orange unterlegt). Die nach der
zweiten (Nr. 1137und 1217) sowie unter bzw. nach der dritten Vakzinierung auftretenden
Stimme (Nr. 1244, 1271 und 1287) zeigten gewisse Ahnlichkeiten, lieBen sich aber nicht

eindeutig zuordnen.

Tab. 30: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 9

Fermentation von
on
=] =]

5 2 _ s g

£ < El 3 s

E 7] ~ =} [} - o
2 g = Z | = 2|82 s |8
g 5 g g =Y sl&1512lslgl=1 5|5
£ 5 S 2 cs|lalél=|=|E1E|1S|ElS|8|E) 2 |5
= 2 [5E : HEE HEE S EHEE ERE
& 2 2 5 3 Elol3lalElslel gl z1alalél & |8
685 | 29.09.1989|>10° |02 H7 K1 -+l 10+ -1+« +]-11756] a1
726 | 06.02.1990|1x10* |02 H- K1 . 1+ + b+ -1+ +]+ 1756| A2
778 | 09.05.1990|>10° [Ont H- Knt | -| - | +0 [+ +)+1+]+F-1|-1| -] 1770] B
935 | 21.11.1991]>10° |04 H+ K3 +l |+l + -+ +1 0+ +] ] 7677] C
1045| 06.10.1992|>10° fontH+ Knt | +| |+ +1+] 0 - -1-V+1-1-17704] D
1055] 28.10.1992|<10* |ontH+ Knt [+ +] +0+|+V 0+ +1+0+V+1| 177771 E
1137 28.06.1993|1x10* o014 H+ Knt | -| +[ + |+ -} +| |+ +|+] -] 3676] F
1217106.12.1994 |>10° [011 H- Knt | - | - | 0+ |+ +| -+ -]+ -J1752
1244 22.03.1995|>10° |ORF H+ K 1 -1+l -0-1+0-1+]-15712lG
1271] 21.06.1995|>10° |On.t. H+ Kn.t. +1+|+1++]+1 - -+ ]+ -1 7716 H
1287] 11.10.1995|>10° |ORF H+ Kn.t. -+l P+ A F 3777
Codetripletts al 2 1} 4] 2| o] 4 2| 1] 4] 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
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Wie die Biochemotypisierung zeigte auch die Genotypisierung mehrere Stammvarianten. Bis
auf die beiden O2-Serovar-Stimme wurden fiir alle anderen Stimme unterschiedliche
Genotypen ermittelt.

Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurden die Stamme 685 und 726 mit dem O2-
Antigen dem Genotyp A zugeordnet. Aufgrund einer Bandendifferenz von zwei Fragmenten
erfolgte eine Subtypisierung in die Genotypen Al und A2 (Tab. 29, Abb. 10). Dieser Genotyp
wurde niemals wieder nachgewiesen.

Die Restriktionsmuster der nach der ersten Vakzinierung angeziichteten Isolate unterschieden
sich eindeutig, so dass sie als Genotypen B bis I bezeichnet wurden. Das ist auch aus Abb. 10
ersichtlich. Trotz wiederholter Versuche konnte vom Stamm 1217 keine Genotypisierung

erfolgen.

' BStandard
[P Standard

4

!
7 I

Abb. 10: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 9
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.10 Patientin 10

Die Patientin 10, 33 Jahre bei Beobachtungsbeginn, wurde in der nephrologischen Ambulanz
der Klinik fiir Innere Medizin seit 1981 iiberwacht und therapiert. Seit der Kindheit war eine
chronische Pyelonephritis bekannt. Spéter traten gehduft zystitische Beschwerden auf. Der

Beobachtungszeitraum erstreckte sich tiber sieben Jahre und drei Monate.

4.10.1 Vakzinierung

Die Patientin wurde insgesamt drei Mal vakziniert. Die Vakzinierungsdaten sind in Tab. 31

beschrieben.

Tab. 31: Ubersicht der Vakzinetherapien der Patientin 10

= g

5 8 2 5 5

° 5 8 . £ = - ,

< = E Vakzineserotypen % %‘ Vakzinierungszeitraume

= & = 2 5

< <| > ad &)
1. Vakzinierung 3 620 ORF:Hnt :Knt | 3611 A 13.06.1989 — 27.06.1989
2. Vakzinierung 3 859 024 : H+: K24 1677 C3 19.06.1991 — 28.08.1991
3. Vakzinierung 6 1071 Ont. : H-:Kn.t. 3767 D 07.04.1993 — 12.05.1993

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Die Patientin erhielt wihrend der ersten und zweiten Vakzinierung drei Applikationen im
monatlichen bzw. wochentlichen Abstand. Die dritte Vakzinierung wurde mit sechs
Applikationen im wochentlichen Abstand durchgefiihrt. In den Vakzinierungen kamen eine
Rauhform, eine O24-Serovar und ein nicht typisierbarer Stamm zur Anwendung. Die Stimme
wiesen biochemotypisch Ahnlichkeiten auf, waren aber genotypisch unterschiedlich und den
Genotypen A, C3 und D zuzuordnen. Die Vakzinierungszeitrdume sind der Tab. 31 zu

entnehmen.
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4.10.2 Bakterienstammcharakterisierung

Im Beobachtungszeitraum wurden zehn E. coli-Stimme isoliert (Tab. 32). Von den finf
Stammen, bei denen das Oberflichenantigen typisierbar war, gehorten jeweils zwei zur O6-
Serovar (Nr. 716 und 933) und zur O24-Serovar (Nr. 831und 859) und ein Stamm (Nr.668)
zur O9-Serovar. Wéhrend der Vakzinestamm sowie zwei weitere Stimme als Rauhform
vorlagen (Nr. 620, 1183 und 1196), war bei zwei Stimmen das O-Antigen nicht typisierbar
(1036 und 1071). Die iiberwiegende Anzahl der Stimme war unbeweglich. Die Typisierung
der Kapselantigene ergab bei jeweils zwei Stimmen ein K24- (Nr. 831 und 859) bzw. ein
K36-Antigen (Nr. 668 und 1036). Die Kapselantigene der iibrigen Stdmme waren nicht
typisierbar.

Tab. 32: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
der Patientin 10

- b(bD _ =)

g g g 2

g 2 ) g | §

= ‘5 <8 2 £ o

g 8 g N & g 21z

g S 3 E g o Q 2

s 2 5 S E 5 2|8

N -] ) ) o) &)

620 [30.01.1989 [>10° 3611 | A
3610 | B

716 106.12.1989 |>10° |06 H- Knt [3777 [C1
831 107.11.1990 |>10° |024 H- K24 (3777 |[C2
06.02.1991 1677 | C3

933 |13.11.1991 |~10* |06 H+ Knt [7677 [C4
1036 26.08.1992 [>10° [Oon.t.H- K36 [|7777 |C5
02.12.1992 D

1183 |27.04.1994 |>10° [ORF H- Knt |7777 | C6
1196 |10.08.1994 |>10° [ORF H- Kn.t |[7737 | C4
1327108.05.1996 |steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm

Die Vakzinestimme 620, 859 und 1071 und die Daten der i.m. Applikationen pro
Vakzinetherapie sind in der Tab. 32 rot unterlegt.
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Der erste Vakzinestamm (Nr. 620) war nach Abschluss der Vakzinierung nicht wieder
nachweisbar. Unter der Vakzinierung kam es zu einem Keimwechsel. Der O9-Stamm (Nr.
668) dhnelte im Biochemotyp dem Vakzinestamm.

Nach der ersten Vakzinierung kam es zu einem weiteren Erregerwechsel, der sich serotypisch
und biochemotypisch stindig verdnderte. Bei dem Oberflichenantigen gab es einen Wechsel
vom O6- zum O24-Antigen und spéter zur nicht typisierbaren Form. Nach einer Zeit von 20
Monaten trat der Stamm erneut in Erscheinung, aber jetzt als Rauhform.

Innerhalb der 20 Monate war einmalig ein genotypisch anderer Erreger (Nr.: 1071; O n.t.:H-
:K n.t., Biochemotyp: 3767, Genotyp: D) nachweisbar.

Durch die Biochemotypisierung lieBen sich acht Biochemotypen erheben. Der Vakzinestamm
620 und die O9-Serovar (Nr. 668) waren durch einen dhnlichen Biochemotyp charakterisiert.
Die nach der ersten Vakzinierung isolierten Stimme sind durch dhnliche bzw. identische
Biochemotypen gekennzeichnet. Dabei wurden die unbewegliche O6- (Nr.716) und 024-
Serovar (Nr.831) durch den identischen Biochemotyp 3777 charakterisiert. Bei den
beweglichen 0O6- und 0O24-Serovaren wurden &dhnliche Biochemotypen erhoben
(Biochemotyp: 1677 bzw. 7677).

Wihrend der als Vakzinestamm verwendete bewegliche 024-Stamm noch Hamolysin negativ
war, wurden alle nach der zweiten Vakzinierung isolierten Stimme (Nr.933, 1036, 1183 und

1196), mit Ausnahme des Stammes 1071, Himolysin positiv (Tab. 33, orange unterlegt).

Tab. 33: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 10
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620] 30.01.1989|>10° [ORF Hn.t. Knt. SRS RS ER R Y Y Y Y S IO N
668| 27.06.1989]|1x10> [09 H- K36 A+ b+ F - -+ - -] -1 3610] B
716 06.12.1989|>10° |06 H- Kn.t S+ b+ ]+ ]+ +]3777]C1

831] 07.11.1990|>10° |024 H- K24 e e+ 37772

859 06.02.1991|>10° [024 H+ K24 B i RS R N N e i i R Tead Ke)
933| 13.11.1991]~10* |06 H+ Kn.t. |+ +1+|+F -0+ +|++]|+]|+]7677]C4
1036 26.08.1992|>10° |ont H- K36 |+l +V+1+] 0=+l +]+]+177771C5
1071] 02.12.1992|>10° |On.t. H- K n.t. -+l +1 b+ +) -0+ +] +]3767] D
1183| 27.04.1994|>10° |ORF H- Kndt. |+ +)+++1+]+ + |+ | +] 7777] C6
1196 10.08.1994|>10° |ORF H- Kn.t. o+l ++1+]+0F -]+ ++|+1]7737|C4a
Codetripletts 41 21 1) 4] 2| 1) 4] 2| 1) 4| 2] 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
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Die Stamme 1036 und 1183 wurden durch den identischen Biochemotyp 7777 charakterisiert
und unterschieden sich nur durch das H&molyseverhalten von den biochemotypisch
identischen Stammen 716 und 831 (Biochemotyp 3777), die vor der zweiten Vakzinierung
isoliert wurden (Tab. 33, orange unterlegt).

Weiterhin gab es Abweichungen im Abbau von Glycerol (Nr.859), Ornithin (Nr.859 und 933)
und Raffinose (Nr.1196) (Tab. 33, orange unterlegt).

Der Stamm 1071 war zwar durch den &hnlichen Biochemotyp 3767 charakterisiert, aber nicht
nédher einzuordnen.

Nach Auswertung der Restriktionsmuster konnten bei den zehn Stimmen vier Genotypen A —
D erhoben werden (Abb. 11). Wiahrend sich die Restriktionsmuster der Stimme 620
(Genotyp: A), 668 (Genotyp: B) und 1071 (Genotyp: D) von denen der verbliebenen Stimme
(Genotyp: C1 —C6) grundlegend unterschieden, besa3en die Stimme 716 bis 1036, 1183 und
1196 ein gleiches Grundmuster. Sie gehorten zum Genotyp C. Aufgrund der Abweichungen
von ein bis drei Fragmenten im Restriktionsmuster wurde innerhalb des Genotyps C eine
Subtypisierung von C1 bis C6 vorgenommen (Abb. 11). Zwei Stimme (Nr. 933 und 1196)

konnten dem Genotyp C4 zugeordnet werden.

— N N <t W O =Tf
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_gl 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o D 0 O — Oy N ND — o0 D
S O — onuwen N D~ oo O
— O O~ o0 N OO — —
[ »] — p— p—

Abb. 11: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 10
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.11 Patientin 11

Patientin 11, 59 Jahre bei Beobachtungsbeginn, befand sich seit 1976 wegen einer
chronischen Zystitis in der nephrologischen Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der
Universitdt Rostock in Behandlung. Der Beobachtungszeitraum betrug acht Jahre und zwei

Monate.

4.11.1 Vakzinierung

In dem Beobachtungszeitraum wurde die Patientin vier Mal einer Vakzinetherapie

unterzogen. In Tab. 34 sind die Vakzinierungsdaten beschrieben.

Tab. 34: Ubersicht der Vakzinetherapien der Patientin 11

£ =
= =) 0
. 2| § &
g 2| Z S g
= 2| £ 5 &
§ g % Vakzineserotypen .5 % Vakzinierungszeitraume
< < > aa) &)
1. Vakzinierung 3 9172 | O8:Hn.t.:Kn.t. 03.10.1988 - 18.10.1988
2. Vakzinierung 3 627 083 :H31:Kn.t. | 7776 C 06.03.1990 - 30.04.1990
3. Vakzinierung 6 1114 | Ol4:H+:Kn.t. 3676 S 09.06.1993 - 14.07.1993
4. Vakzinierung 6 1212 ORF : H+:K5 3711 X 23.02.1995 —30.03.1995

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm

Die Patientin erhielt wahrend der ersten und zweiten Vakzinierung jeweils drei Applikationen
im Abstand von einer Woche beim ersten Vakzinierungszyklus und im Abstand von einem
Monat beim zweiten Vakzinierungszyklus. Wahrend der dritten und vierten Vakzinierung
erfolgten jeweils sechs Applikationen im wochentlichen Abstand. Es kamen vier verschiedene
Vakzinestimme zur Anwendung. Der erste Vakzinestamm, eine OS8-Serovar mit nicht
typisierbarem H- und K-Antigen, wurde vor Beginn der Studie isoliert. Er wurde weder einer
Biochemotypisierung noch einer Genotypisierung unterzogen.

Wiahrend der zweite und dritte Vakzinestamm (Nr.627 und 1114) durch das
Oberflichenantigen O83 und O14 gekennzeichnet waren, wurde die vierte Vakzinierung mit
einer Rauhform (Nr.1212) durchgefiihrt. Die Stamme waren beweglich. Bei dem zweiten

Vakzinestamm (Nr.627) konnte das H31-Antigen typisiert werden. Das Kapselantigen wurde
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nur bei dem letzten Vakzinestamm (Nr.1212) als K5-Antigen identifiziert, wiahrend es bei den
anderen Vakzinestdmmen nicht typisierbar war.

Bis auf den ersten, wurden die anderen Vakzinestimme durch drei Biochemotypen
charakterisiert, wobei gewisse Ahnlichkeiten zwischen dem Biochemotyp des zweiten
Vakzinestammes (Biochemotyp 7776), und dem des dritten Vakzinestammes (Biochemotyp
3676) zu verzeichnen waren. Der dritte Vakzinestamm war im Gegensatz zum zweiten
Héamolysin und Ornithin negativ.

Nach der Genotypisierung gehorte der zweite bis vierte Vakzinestamm den Genotypen C, S
und X an. Von dem ersten Vakzinestamm wurde aus o. g. Grund kein Restriktionsmuster

erstellt.

73



4.11.2 Bakterienstammcharakterisierung

Bei Patientin 11 wurden insgesamt 53 E. coli-Stimme isoliert, von denen 52 Stimme den
weiterfithrenden Untersuchungen wie der Biochemo- und der Genotypisierung zur Verfiigung
standen (Tab. 35). Von den 52 untersuchten Stimmen besal3 die Hélfte der Stimme (n = 26)
ein typisierbares O-Antigen, bei 12 Stammen war das O-Antigen nicht typisierbar und 14
Stimme lagen als Rauhform vor.

Von 26 O-typisierbaren Stimmen waren 13 Isolate durch das O14-Antigen (Nr.1066, 1114
bis 1138, 1144, 1148a, 1152a, 1165a, 1176 und 1192) und jeweils fiinf Stimme durch das
O18- (Nr.780 bis797, 816 und 835) bzw. O83-Antigen (Nr.11341 bis 627) charakterisiert.
Zwei Stamme konnten dem O23-Antigen (Nr.858 und 920) und ein Stamm dem O21-Antigen
(Nr.1306) zugeordnet werden.

Wiéhrend 24 Stimme unbeweglich waren, wurde bei 28 Stimmen eine Begeiflelung
festgestellt (Tab. 35). Bei den neun beweglichen Stimmen (Nr.618 bis 728), die zwischen der
ersten und der zweiten Vakzinierung isoliert wurden, konnte eine Typisierung des H-Antigens
vorgenommen werden. Bei den O83-Stammen (Nr.618 bis 627), zwei Rauhformen (Nr.649a
und 728) und bei einem nicht O-typisierbaren Stamm (Nr.649b) konnte das H31-Antigen
erhoben werden. Weiterhin wurde zwei Mal (Nr.682a und b) das H6-Antigen und ein Mal
(Nr.707) das H16- Antigen ermittelt. Aufgrund begrenzter Antiseren konnte bei 19 Stimmen
keine Bestimmung des H-Antigens vorgenommen werden.

Bei der tiberwiegenden Zahl der Stimme war das Kapselantigen nicht typisierbar (Tab. 35).
Die ersten beiden O83-Stimme (Nr.11341 und 599), die vor und wéhrend der ersten
Vakzinierung isoliert wurden, sowie bei den unter der zweiten Vakzinierung erhobenen O18-
Staimmen (Nr.780 bis 797) und einem nach der zweiten Vakzinierung isolierten O18-Stamm
(Nr.835) konnte das K1-Antigen typisiert werden. Die in den folgenden vier Jahren bis zur
vierten Vakzinierung aufgetretenen Stimme hatten alle ein nicht typisierbares Kapselantigen.
Bei dem dann isolierten vierten Vakzinestamm (Nr.1212) konnte das K5-Antigen typisiert
werden.

Eine Gesamtiibersicht der zahlreichen Daten (Serovar, Biochemotyp, Genotyp) zeigt Tab. 35
und Tab. 36. Die Vakzineapplikationen und die Auswahl der Stimme zur
Autovakzineherstellung sind rot dargestellt. Stoffwechselleistungen von besonderer

Bedeutung fiir die Stammcharakterisierung sind in der Tab. 36 orange unterlegt.
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Tab. 35: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E.coli-Isolate der Patientin 11

9172

e |

11341 | 29.07.1988[1 Kol |083 H- K1 1776 | Al
steril
04.10.1988]1 Kol |083 H- K1 1772 | A2
1 Kol
618 | 27.01.1989]>10° [083 H31 Knt | 1776 | B
625 17.02.1989|>10°  |083 H31 Knt | 5776 | B
627 27.02.1989|>10° 7776 | C
649a | 28.04.1989|>10° [ORF H31 Knt | 7776 | B
649b | 28.04.1989|>10° [ontH31 Knt | 7776 | B
682a | 12.09.1989]|>10° [ontH6 Knt | 3774 | DI
682b | 12.09.1989|>10° [ORF H6 Knt | 3774 | D2
707 14.11.1989]>10°  |ORF H16 Knt | 3774
728 12.02.1990]1x10" [ORF H31 Knt | 7777 | F
749 steril
765 steril
772 steril
780 16.05.1990|>10° [018 H- K1 3716 | G1
787 11.06.1990|>10° 018 H- K1 3716 | G2
797 18.07.1990|>10°  |o18 H- K1 [ 3716] G1
802 | 29.08.1990[>10° |ont H- Knt | 3712 G3
816 | 02.10.1990[>10° [018 H- Knt | 3716 | GI
835 12.11.1990]>10° [o18 H- K1 | 3712 G4
842 | 28.11.1990[>10° |ORF Hnt Knt | 1676 | H
845 05.12.1990/>10°  |ont Hnt Knt | 1676 | 1
858 06.02.1991|>10°  |023 Hnt Knt | 3676 | J1
881 17.04.1991|>10°  [ont H+ Knt | 3676 | K
893 | 22.05.1991[>10° |ontH+ Knt | 3676] L
902 07.08.1991|>10°  [ontH+ Knt | 3676 | M
920 | 09.10.1991]>10° [023 Hnt Knt | 3676 | N
944 | 08.01.1992]>10° [ontH- Knt | 3676 ] 12
977 | 08.04.1992|>10° [ORF H- Knt | 3676 ] ©
1017 | 15.07.1992|>10° |oRF H-  Knt | 3676 | P1
1051a | 21.10.1992[>10° |ORF H- Knt | 3676 | Q
1051b | 21.10.1992[>10° |ontH- Knt | 3676 | R
1066 | 25.11.1992[>10° |o14 H- Knt | 3676 | P1
1084 | 20.01.1993)>10° 3676 | Pl
1114 | 21.04.1993>10° 3676 | S
26.05.1993 014 H+ Knt | 3676 | PI
014 H+ Knt | 3676 | P2
014 H+ Knt | 3676 | P1
014 H+ Knt | 3676 | P3
014 H+ Knt |3676] T
ORF H+ Knt | 3676 | Ul
ORF H- Knt | 3676 | VI
014 H+ Knt | 3676 | U2
1148a | 30.07.1993|>10° [014 H- Knt | 3676 | V2
1148b | 30.07.1993]>10° [ORF H- Knt | 3676 | U3
1152a | 01.09.1993[>10° |o14 H- Knt | 3676 | U4
1152b | 01.09.1993|>10° |ORF H- Knt | 3676 | US
1165a | 01.12.1993[>10° |o14 H- Knt | 3676 | Us
1165b | 01.12.1993]>10° font H- Knt | 3676 | U7
1176 | 23.02.1994]>10° |o14 H- Knt [ 3676 | U8
1192 | 08.06.1994|>10° |o14 H+ Knt [ 3676 | W
17.08.1994 3676 | U9
18.11.1994 3711 | X
3711 | X
1306 | 15.01.1996)>10° o021 H+ Knt [ 3701] Y
1341 | 21.08.1996|steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
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Tab. 36: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten der Patientin 11

oy
= El -
2l o2 = 2 2
E A . = o 2| g g s
g g < 5 ES Bl =l EAER R E |l =
£ 5 N & > sla|lgl|-|S)s|5|E)l=S|8]|] 2 Z
£ 2 E g g AN B EL R B E R
3 S ‘5 E o} S| 231412 ENR] 2 sls5|5| & S
Z 2 2 5 A Elolslzlzlslsls|Z2lal8]8]l & | S
11341 | 29.07.1988|1Kd  |083 H- KI = ]+l +b+] 1+ +]+]-11776] A1
599 04.10.1988|1Kd |0 83 H- KI B Y i R +| - 11772 A2
618 27.01.1989|>10° |o83 H31Knt | -| - |+« |+ +|+|«)+|+]|-11776| B
625 17.02.1989|>10° 083 H31Knt | | - |+ + |+ Q|+« +)+|+]|-]5776| B
627 27.02.1989|>10° 083 H31Kn.t. |+ |+ )+ -0+ b+ +] -017776] C
649a 28.04.1989]>10° ORF H31Kn.t. |+ |+ +)+1+0+1 10+ +] -17776] B
649b | 28.04.1989[>10° |ont H31Knt | = + |+ + |« 0=+ +0+]|+]| -]7776] B
682a 12.09.1989|>10° |Ont H6 Knt -+l b+l -0+ +]++] -] -1013774] D1
682b | 12.09.1989|>10° |ORF H6 Knt. |+ e+ b+ +]+)+]-|-13774| D2
707 14.11.1989|>10° |ORF H 16 Kn.t. B B B B B B B B T -137714| E
728 12.02.1990|1x10" |ORF H31 Kn.t. +|l+ |+ )+ +0+1 -+ + |+ 7777 F
780 16.05.1990[>10° |018 H- K1 N B N B ket
787 11.06.1990[>10° |018 H- K1 e+ -+ -] 376] 62
797 18.07.1990[>10° |018 H- K1 B [ i () R RN R I e e ETAT Kelt
802 29.08.1990/>10° Jont H- Knt | -] +[ ]+ | +] + ) -+ -] 3712]| 63
816 02.10.1990|>10° 018 H- Knt | -| + |+ +| |+ - )+ +| -13716|a1
835 12.11.1990|>10° 018 H- K1 N S DT TN I S (R e iy ) R B TSP Ke
842 28.11.1990|>10° |ORF HntKnt. | - | =] + 0+ +| -+ |« +0+|+]|-L1676] H
845 | 05.12.1990[>10° |ont Hnt Kot | - | |+« «| -0+ |+ 0« | -]1676] 1
858 06.02.1991|>10° |023 HotKnt | - |+ |+ +| | -0+ |+ +|+] -]3676] 01
881 17.04.1991[>10° font H+ Knt | - [+« 1+ -Q+ [ | ]+ +] - 3676
893 22.05.1991|>10° |ont H+ Kot | - |+ |+ + |+ -4+ +|+0+]|+]-13676] L
902 07.08.1991|>10° |ont H+ Knt | - |+ 0+ |+ -0+ +[+0+|+]|-13676| ™M
920 09.10.1991|>10° 023 HntKnt | - | + |+ + | +| -V +|«|+0+|+]| -13676| N
944 08.01.1992|>10° |Ont H- Knit. S+ b+ -+ - 3676 02
977 08.04.1992|>10° |ORFH- Knt | - |+ |+ +| | -0+« +)+|+]-]3676] 0
1017 | 15.07.1992[>10° JorRF H- Knt | - |+ [+ = ] -+ |+ +] ] +]|-]3676]P1
1051a 21.10.1992|>10° |ORF H- Knat. N ENES BN ESEE BN EEEE R RN Ry Ke)
10516 | 21.10.1992[>10° Jont H- Knt. | - | + |+« -4 +[+|+0+]|+] -]3676] R
1066 | 25.11.1992[>10° Jo14 H- Knt. | - | |+ |+« -4+ +0+]|+] -]3676]P1
1084 | 20.01.1993|>10° |ORFH- Knt | - |+ |+ =+ -+« +|+]-1[3676]pr1
1114 | 21.04.1993|>10° |014 H+ Knt. | - |+ |+ |+ -4+ |+ +|+] -|3676] s
1126 26.05.1993|>10° |0 14 H+ Knt. -+l b+ -+ +] )+ + | -[3676]|P1
1128 09.06.1993|>10° O 14 H+ Knt. -+l +p )+ -+ L+ + - )3676] P2
1131 | 16.06.1993]>10° fo14 H+ Kot | - [+ |+« +| -0+ |+ |+ ]| +]|-13676]|pP1
1134 23.06.1993|>10° O 14 H+ Knt. -+ +b+) -+ + |+ -013676]P3
1138 | 30.06.1993|>10° |014 H+ Knt. | - |+ | )+ +] -4+ +[+0+]|+]|-13676] T
1141a | 07.07.1993|>10° fOoRF H+ Knt | - |+ |+« | | -0+ |+« | | -13676| U1
11416 | 07.07.1993|>10° |[ORFH- Knt | - |+ |« )+« -4+ |+ | +] -]3676]|v1
1144 | 14.07.1993|>10° |o14 H+ Knt. | - |+« |+ -0+ |+ +|+] -)3676]|02
1148a | 30.07.1993|>10° fo14 H- Knt | - [+ |+« | -0+ |+ +0 ]| +]| -]3676] V2
1148b 30.07.1993|>10° ORF H- Knt -+ +b ]+ -+ L+ + - 136761 U3
1152a | 01.09.1993|>10° |014 H- Kndt S R Y B e T e
1152b | 01.09.1993|>10° |ORF H- Knt. e - e ] - ) 3676 ] US
1165a | 01.12.1993|>10° |0 14 H- Kndt el e -+ e+ -] 3676 US
1165b | 01.12.1993|>10° |ont H- Knt N B RS B N R Ry
1176 | 23.02.1994[>10° |0 14 H- Knt N e 3676 | US
1192 08.06.1994|>10° O 14 H+ Kn.t. -+l +b )+ -+ + ] -036761 W
1199 | 17.08.1994|>10° |Ont H- Knt I |+ ]+ +| -]3676] 0
1212 | 18.11.1994|>10° |ORF H+ K5 el -] -] e ]3] x
1232 | 02.03.1995|>10° |Ont H+ Kndt N (R T (R R RN e I B I AR D¢
1306 | 15.01.1996[>10° |021 H+ Knt SRR R T B R O
Codetripletts 41 21 1) 4] 2| 1§ 4| 2| 1} 4] 2| 1

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet
(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren



Nach der Biochemotypisierung wurden 12 Biochemotypen ermittelt. Die iiberwiegende
Anzahl der Stamme (Nr.858 bis 1199) wurde durch den Biochemotyp 3676 und zwei weitere
Staimme (Nr.842 und 845) durch den &hnlichen Biochemotyp 1676 charakterisiert. Die
Stimme 842 und 845 konnten im Gegensatz zu allen weiteren Stimmen mit dem
Biochemotyp 3676 kein Glycerol fermentieren (Tab. 36, orange unterlegt).

Die Stamme (Nr.842 bis 1199) wurden erstmals zwischen der zweiten und dritten
Vakzinierung isoliert. Sie blieben wihrend der gesamten dritten Vakzinierung und dariiber
hinaus bis zur Isolierung des vierten Vakzinestammes tiber einen Zeitraum von ca. vier Jahren
nachweisbar (Tab. 35).

Die O83-Stamme (Nr.11341 bis 627) sowie die beiden Rauhformen (Nr.649a und 728) und
der nicht O-typisierbare Stamm (Nr.649b) mit dem H31-Antigen waren durch dhnliche bzw.
identische Biochemotypen charakterisiert. Dabei nahmen die Stoffwechselleistungen im
zeitlichen Verlauf zu. Der Stamm 599, der unter der ersten Vakzinierung isoliert wurde, war
der Stamm mit den geringsten Stoffwechselleistungen. Wihrend die Stimme 11341, 599 und
618 Hamolysin negativ waren und Glycerol nicht fermentieren konnten, fehlte dem Stamm
599 zusitzlich das Fermentationsvermogen fiir Dulcitol (Tab. 36, orange unterlegt). Die
anderen Stimme waren Hédmolysin positiv und konnten ab dem Stamm 627 auch Glycerol
abbauen. Der Stamm 728 konnte zusétzlich Salicin abbauen und wurde damit positiv in allen
iiberpriiften Stoffwechseleigenschaften (Tab. 36, orange unterlegt).

In der Zeit zwischen erster und zweiter Vakzinierung wurden nacheinander drei weitere
Stamme (Nr.682a und b und 707) mit identischem Biochemotyp (Biochemotyp 3774) isoliert.
Die Stimme 682a und b, aus derselben Urinprobe isoliert, waren durch das H6-Antigen
charakterisiert, wiahrend der Stamm 707 das H16-Antigen trug (Tab. 35, Tab. 36).

Bei sechs Stimmen (Nr. 780 bis 835), die nach der zweiten Vakzinierung isoliert wurden,
konnten die @hnlichen Biochemotypen 3716 und 3712 erhoben werden (Tab. 35, Tab. 36).
Zwei Staimme (Nr.802 und 835) konnten im Gegensatz zu den anderen kein Dulcitol
fermentieren (Tab. 36, orange unterlegt).

Der vierte Vakzinestamm (Nr.1212) und der unter der vierten Vakzinierung erhobene Stamm
1232, eine nicht O-typisierbare Form, waren durch den gleichen Biochemotyp 3711
charakterisiert. Der fast ein Jahr spéter isolierte O21-Stamm hatte den dhnlichen Biochemotyp
3701 (Tab. 35, Tab. 36). Er konnte keine Rhamnose mehr fermentieren, war aber in den
tibrigen Stoffwechseleigenschaften mit den Stammen 1212 und 1232 identisch (Tab. 36,
orange unterlegt).

Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurden 25 Genotypen ermittelt (Abb. 12). Die O83-
Stimme 11341 und 599 gehorten zum Genotyp A. Aufgrund der Differenz eines Fragmentes
erfolgte die Subtypisierung in A1 und A2.
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Mit Ausnahme des Stammes 627, der dem Genotyp C zugeordnet wurde, gehorten die nach
der ersten Vakzinierung isolierten O83-Stimme sowie die Stimme 649a und b zum Genotyp
B. Der Stamm 728, der auch durch das H31-Antigen charakterisiert war und einen dhnlichen
Biochemotyp hatte, gehorte zum Genotyp F.

Die Stimme 682a und b wurden dem Genotyp D1 und D2 zugeordnet, wihrend der Stamm
707 dem Genotyp E entsprach. Bei identischem Biochemotyp 3774 wurde bei den Stimmen
682a und b das H6-Antigen ermittelt und bei dem Stamm 707 das H16-Antigen.

Die fiinf O18-Stimme (Nr.780 bis797, 816 und 835) sowie der nicht O-typisierbare Stamm
802 wurden als Genotyp G typisiert, der aufgrund von Differenzen von bis zu zwei
Fragmenten in G1 bis G4 subtypisiert wurde.

Die Stimme 842 bis 1199 mit dhnlichen bzw. identischen Biochemotypen 1676 bzw. 3676
wurden den Genotypen H bis W zugeordnet. Die Stimme 842 bis 1199 hatten dabei ein
dhnliches Grundmuster, wichen aber teilweise in mehr als drei Fragmenten voneinander ab.
Aufgrund der Differenz von bis zu drei Banden erfolgte eine Subtypisierung der Genotypen J
inJ1 und J2, P in P1 bis P3, U in Ul bis U9 und V in V1 und V2.

Der vierte Vakzinestamm 1212 wurde dem Genotyp X zugeordnet und stimmte sowohl
biochemotypisch als auch genotypisch mit dem unter der vierten Vakzinierung isolierten
Stamm 1232 tiberein.

Der letzte Stamm 1306, eine O21-Serovar mit dem dhnlichen Biochemotyp 3701, hatte ein

eigenes Restriktionsmuster und wurde dem Genotyp Y zugeordnet.
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Abb. 12: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme der Patientin 11
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.12 Patient 12

Bei Patient 12, 59 Jahre bei Beobachtungsbeginn, war seit 1975 eine chronisch rezidivierende
Pyelonephritis, hervorgerufen durch E. coli, bekannt. In der Anamnese war eine
Nephrolithiasis zu erheben. Der Patient befand sich seit 1978 in der nephrologischen
Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der Universitdt Rostock in Behandlung. Wéhrend
akuter Exazerbationen wurde der Patient stationdr behandelt. Der Beobachtungszeitraum

erstreckte sich iiber eine Zeit von sieben Jahren und zehn Monaten.

4.12.1 Vakzinierung

In dem Beobachtungszeitraum von sieben Jahren und zehn Monaten wurden vier

Vakzinierungen vorgenommen. In Tab. 37 sind die Vakzinierungsdaten beschrieben.

Tab. 37: Ubersicht der Vakzinetherapien des Patienten 12

£ .
5 E 2
5 ,S g Vakzineserotypen %‘ g Vakzinierungszeitraume
g g 2 2 =
S < = o
< <| > m &)
1. Vakzinierung 3 603 06 : H1: K2 5710 Al 06.12.1988-20.12.1989
2. Vakzinierung 3 713 06 : H1: K2 5710 A2 03.04.1990-21.05.1990
3. Vakzinierung 6 892 06 : H1:Kn.t. 5710 A3 22.04.1992-27.05.1992
4. Vakzinierung 6 1226 | ORF:H+:Kn.t. | 5710 A3 17.05.1995-21.06.1995

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm

Wiéhrend der ersten zwei Vakzinierungen erhielt der Patient jeweils drei Applikationen. Der
erste Vakzinierungszyklus erfolgte im Abstand von einem Monat und der zweite im
wochentlichen Abstand. Die dritte und vierte Vakzinierung wurde mit jeweils sechs
Applikationen im wochentlichen Abstand durchgefiihrt.

Die ersten beiden Vakzinierungen wurden mit serotypisch identischen Stdmmen
vorgenommen (Serotyp O6:H1:K2). Bei dem dritten Vakzinestamm war das Kapselantigen
nicht typisierbar. Die vierte Vakzinierung wurde mit einer beweglichen Rauhform

durchgefiihrt, bei der das Kapselantigen ebenfalls nicht typisierbar war.
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Der Biochemotyp aller Vakzinestimme war 5710. Genotypisch gehorten die Vakzinestdmme
zum Genotyp Al bis A3. Der dritte und vierte Stamm waren genotypisch identisch. Die

Vakzinierungszeitrdume sind der Tab. 37 zu entnehmen.

4.12.2 Bakterienstammcharakterisierung

Bei Patient 12 wurden im Beobachtungszeitraum acht Stimme isoliert (Tab. 38). Bis auf den
Stamm 1226, der als Rauhform vorlag, gehorten alle anderen Stimme zur O6-Serovar. Die
Stamme waren alle beweglich, wobei zu Beginn des Beobachtungszeitraumes bei den
Staimmen 603 bis 892 das H1-Antigen ermittelt werden konnte. Das Kapselantigen K2 war bis
zum Abschluss der zweiten Vakzinierung nachweisbar (Nr.: 603, 713 und 781). Im weiteren
Verlauf war die O : H : K-Serovar nicht mehr vollstindig zu erheben, da bei den folgenden
Stimmen ein nicht typisierbares Kapselantigen vorlag.

Tab. 38: Probenahmedaten, Serovare, Biochemotypen und Genotypen der E. coli-Isolate
des Patienten 12

Stammnummer
Probeneingangs-
Keimzahl / ml
Biochemotypen

[Urinprobe

2 |Genotypen

—_
(=]
T

>

=N
S
(98
_
o
=
o
=
©
o0
0

9]
~
[
fe=]

5710 [ A2

06 HI K2

5710 [ A3

860 21.02.1991[>10° |06 H1 Knt |5710|A3

892 | 22.05.1991|6x10" | 5710 | A3

960 19.02.1992|>10° [06 H+ Knt [5710]A3

5710 [ A3

steril

steril

steril

steril

steril
1322 17.04.1996/>10° |06 H+ Kn.t. 7756 | A3

1343 21.08.1996]steril

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm; H-: unbeweglicher Stamm
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Im Ergebnis der Biochemotypisierung sind sieben Stimme durch den Biochemotyp 5710

charakterisiert (Nr.: 603, 713, 781, 860, 892, 960 und 1226). Der letzte Stamm (Nr. 1322) ist

durch den Biochemotyp 7756 gekennzeichnet (Tab. 39).

Wihrend die Rauhform (Nr.1226) in Biochemotyp und Genotyp mit den zuvor isolierten
Stammen (Nr. 781, 860, 892 und 960) identisch war, zeichnete sich der Stamm 1322 durch

eine mit diesen Stimmen gleiche Serovar und einen identischen Genotyp aus. Der Stamm

1322 unterschied sich jedoch durch mehr positive Stoffwechselreaktionen von allen anderen

Stimmen und wurde so durch den abweichenden biochemischen Code 7756 charakterisiert.

Er konnte zusitzlich Glycerol, Raffinose, Dulcitol und Sorbose fermentieren (Tab. 39, orange

unterlegt).

Tab. 39: Biochemotypisierungsergebnisse zu den E. coli-Isolaten des Patienten 12

Fermentation von
s 2

5 2 5 5

| 3 | 5 . £

= 2 =28 212 ol 8| 2 s |8
£ 8% g 212 g =lelslElzlel=l B |5
£ 2 EE z B E EIEE E R E B E R E
s =) IS 5 s|l=2|=<|>|TlElS] & é =2 B B .2 5}
) i) ) 951 T|Ol ol alElolx]lwm Qlhnlwn o) |©)
603 | 18.10.1988)>10° 06 H1 K2 | +| - |+ | +[+0 -1 -1+1-1|-1-15710]A1
713 | 29.11.1989]>10° [o6 1 K2 | +| - | + 0+ |+ |+ - -+ -1 - 5710] A2
781 | 21.05.1990[>10° [06 H1 K2 | +| - |+ +| |+ -1 -1+1-1-1|-15710|A3
860 | 21.02.1991|>10° [06 H1 Knt] +| - |+ + |+ +0 -1 -1+0-1]-1|-1]5710/A3
892 | 22.05.1991|>10° [06 H1 Knt] +| - |+ + |+ +0 -1 -1+0-1]-1|-1]5710]A3
960 | 19.02.1992[>10° [06 H+ Knd +| - |+« + V-1 -1+01-1-1-1]5710/A3
1226 15.02.1995[>10° |ORFH+ Knt] +| - | + 0+ +[ 0 -1 -1+ -1 -1 -15710]a3
1322 17.04.1996|>10° 06 H+ Ko +| + [+ + [+ 0+ -[+§ | +1 -1 7756] a3
Codetripletts 41 2| 1} 4] 2] 1] 4] 2| 1} 4] 2

Legende: n.t.: nicht typisierbar; RF: Rauhform; H+: beweglicher Stamm

(+) positive Reaktion — im Codetriplett mit 1, 2 bzw. 4 bewertet

(-) negative Reaktion — im Codetriplett mit 0 bewertet
Farbunterlegung: abweichende Reaktionen, die zu geringfiigigen Anderungen des
biochemischen Codes fithren
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Nach Auswertung der Restriktionsmuster wurden die acht Stimme dem Genotyp A
zugeordnet, der aufgrund einer Differenz von zwei Banden in die Subtypen Al bis A3
unterteilt wurde. Wahrend der erste Vakzinestamm 603 dem Genotyp Al und der zweite
Vakzinestamm 713 dem Genotyp A2 zugeordnet wurden, gehorten ab dem Stamm 781, der
unter der zweiten Vakzinierung isoliert wurde, alle Staimme zum Genotyp A3. Wie aus der
Abb. 13 ersichtlich, sind die Rauhform (Nr.1226) und der Stamm 1322 mit dem
abweichenden Biochemotyp genotypisch identisch mit den vorher isolierten Stimmen 781 bis

960.

713 -A2
781 -A3
860 - A3
892 - A3
960 - A3
1226-A3
Standard
1322-A3

—
<
1
en
=
©

Abb. 13: Restriktionsmuster der genomischen DNA der E. coli-Stimme des Patienten 12
nach Xbal-Verdau und Auftrennung der Fragmente mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese
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4.13 Zusammenfassender Vergleich einzelner Patientenergebnisse untereinander

4.13.1 Vorkommen verschiedener O-Serovare und Korrelation mit dem Biochemo- und

Genotyp

Wihrend die O-Serovare 17, 18, 24 und 39 immer nur bei einem Patienten festgestellt werden
konnten, kamen die O-Serovare 1, 2, 6, 9, 14, 75, und 83 bei mehreren Patienten vor.
Dennoch hatte jeder Patient seine individuellen Stimme, die trotz derselben O-Serovar nicht
identisch waren mit den Stimmen derselben O-Serovar anderer Patienten. Innerhalb eines
Patienten zeichneten sich die O-Serovare oft durch identische oder sehr &hnliche
Biochemotypen aus. Die Biochemotypen von Stdimmen derselben O-Serovar von
verschiedenen Patienten differierten. So waren die Stimme der Ol1-Serovar der Patientin 2
(Tab. 9, S. 39) durch den Biochemotyp 1674 und die der Patientin 8 (Tab. 27, S. 62) durch die
Biochemotypen 1710 und 1610 gekennzeichnet. Bei den Stimmen der O2-Serovar der
Patientin 4 (Tab. 15, S. 47) war der Biochemotyp 3717, bei der Patientin 7 (Tab. 24, S. 58)
waren die Biochemotypen 5712 und 5716 und bei der Patientin 9 (Tab. 30, S. 66) war der
Biochemotyp 1756 festzustellen.

Die Ergebnisse der Sero-, der Biochemo- und der Genotypisierung korrelierten tiberwiegend
gut miteinander, wie z.B. bei den Patienten 1 (Tab. 5, S. 34), 4 (Tab. 14, S. 46), 5 (Tab. 17, S.
50), 7 (Tab. 23, S. 56), 10 (Tab. 32, S. 69)und 12 (Tab. 38, S. 80). Durch die Kombination der
Typisierungsmethoden konnte ein hoheres Diskriminierungsvermogen erzielt werden. Mit
Hilfe der Genotypisierung wurden Stimme einer Serovar mit identischem oder @hnlichem
Biochemotyp oft weiter subdifferenziert wie z.B. die Stamme der O6-Serovar des Patienten
12 (Tab. 38, S. 80). Hier konnten die Subtypen A1 — A3 festgestellt werden.

Andererseits waren aber die Biochemotypen der Stimme der Patienten 3 (Tab. 11, S. 42), 6
(Tab. 20, S. 53) und 11 (Tab. 35, S. 75) entweder so variabel oder so &hnlich, das keine
Feindifferenzierung durch die Biochemotypisierung erfolgen konnte. So waren unter den
Ol14-Stammen der Patientin 11 (Tab. 35, S. 75) mit dem Biochemotyp 3676 sieben
verschiedene Genotypen festzustellen und weitere Subtypen. Bei der Patientin 8 (Tab. 26, S.
61) korrelierten zwar Sero- und Biochemotypisierung, die Auswertung der sehr &hnlichen

Fragmentmuster war aber aufgrund der hohen Anzahl der Stamme schwierig.
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4.13.2 Zuordnung von nicht O-typisierbaren Stimmen und Rauhformen mit Hilfe der

Biochemo- und Genotypisierung

Aufgrund identischer bzw. sehr dhnlicher Biochemo- bzw. Genotypen war die Zuordnung von
fast einem Viertel der nicht O-typisierbaren Stimme und Rauhformen zu O-typisierbaren
Stammen der jeweiligen Patienten moglich. Es handelte sich dabei um 10 nicht O-typisierbare
Stamme und 11 Rauhformen. In Tab. 40 sind diese Stamme mit der O-Serovar sowie den
Genotypen und ermittelten Biochemotypen aufgefiihrt.

Tab. 40: Serotypische Zuordnung der O n.t.- und Rauhformen mit vorkommenden
Biochemotypen innerhalb der wahrscheinlichen Genotypen

Anzahl | Anzahl | Ermittelte Genotyp | Riickschluss | Abb.- und
Ont- O RF- Blochemotypen auf Seiten-
. innerhalb des .
i Staimme nahe verweis
Stamme betreffenden i 4
Genotyps iegende
O-Serovar
Pat. 1 6 3611 B1-B4 | 014 Tab. 5, S.34,
Abb. 2,S8.36
Pat. 4 1 3717 B 02 Tab. 14, S.46
Abb. 5, S.48
Pat. 5 1 3772,7772 B 039 Tab. 17, S.50
Abb. 6,S.51
Pat. 7 5 5712,5716 Al,A2 | O2 Tab. 23, S.56
1 7777,7776 J 075 ABb. 8, 8.59
Pat. 10 | 1 2 3777,1677,7677, Cl1-C6 | 06/24 Tab. 32, S.69
7777,7737 Abb. 11,S.71
Pat. 11 | 1 1 1776, 5776, 7776 B 083 Tab. 35, S.75
1 3712,3716 Gl1-G4 | 018 Abb. 12, 8.78
Pat. 12 1 5710, 7756 Al-A3 | 06 Tab. 38, S.80
Abb. 13, S.82

Legende: n.t. nicht typisierbar; RF: Rauhform

Bei den Patienten 1, 4 und 12 waren die nicht typisierbaren Stimme und Rauhformen durch
den gleichen Biochemotyp wie die O-typisierbaren Stimme gekennzeichnet. Bei den
Patienten 5, 7 und 11 (eine O n.t.-Form, die der O18-Serovar zugeordnet wurde) wurden
innerhalb eines Genotyps jeweils zwei Biochemotypen ermittelt. Dabei wichen diese immer
nur durch eine Stoffwechselreaktion voneinander ab.

Bei einem weiteren nicht typisierbaren Stamm und einer Rauhform der Patientin 11, die der

083-Serovar zuzuordnen waren, gab es drei verschiedene Biochemotypen innerhalb des
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Genotyps B. Wihrend der erste Stamm Hamolysin und Glycerol negativ war, entwickelten
die folgenden Stamme schrittweise zundchst das Hamolysevermogen und die Fermentation
von Glycerol. Die Rauhform und der nicht typisierbare Stamm waren dabei die mit den
meisten Stoffwechselleistungen (Tab. 36, S.76).

Bei der Patientin 10 wurden innerhalb der Serotypen 06/024 vier verschiedene
Biochemotypen erhoben. Auch hier war eine Entwicklung von weniger zu mehr
Stoffwechselleistung im Verlauf der Zeit zu verzeichnen. Die nicht typisierbaren Stimme und
Rauhformen waren erneut durch die meisten positiven Stoffwechselreaktionen
gekennzeichnet (Tab. 33, S.70).

Weiterhin konnte mit Hilfe der Biochemotypisierung und der Genotypisierung auch auf eine
Verwandtschaft von O n.t.-Stimmen und Rauhformen untereinander geschlossen werden

(Tab. 41).

Tab. 41: O n.t.- und O RF-Stimme, die untereinander zugeordnet wurden

Stammnr. | O-Serovar | Biochemotyp | Genotyp
Pat. 1 | 1203 On.t. 3776 D1
1205 On.t 3756 D2
Pat.2 | 711 On.t 3737 C
714 On.t 3717 C
Pat.7 | 813 On.t 1611 G
815 On.t 1611 G
817 On.t 1611 G
824 On.t. 1611 G
Pat. 11 | 682a On.t. 3774 D1
682b ORF 3774 D2
1212 ORF 3711 X
1232 On.t 3711 X

Legende: n.t. nicht typisierbar; RF: Rauhform

Bei den Patienten 1 und 2 sind die in der Tab. 41 aufgefiihrten Stdimme durch Biochemotypen
charakterisiert, die untereinander jeweils nur in einer Reaktion voneinander abwichen. Die
Stamme der Patienten 7 und 11 waren durch identische Biochemotypen gekennzeichnet. So
konnte durch Ermittlung des Biochemotyps schon vermutet werden, dass es sich bei diesen
Stimmen um gleiche E. coli-Stimme handeln wiirde. Durch die Genotypisierung konnte diese

Vermutung bestétigt werden.
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4.13.3 Auswertung der Rezidive und Reinfektionen bei den einzelnen Patienten

Als Rezidiv wurde in der Arbeit die erneute Harnwegsinfektion mit dem serotypisch,
biochemotypisch und genotypisch identischen E. coli-Stamm gewertet. Um eine Reinfektion
handelte es sich, wenn bei der nichsten Harnwegsinfektion ein genotypisch anderer E. coli-
Stamm identifiziert wurde. Der Sero- und Biochemotyp konnten identisch oder verschieden
sein.

Zeiten, in denen bei den Patienten eine permanente Bakteriurie vorlag, fanden keine
Berticksichtigung, da hier zwischen einem Rezidiv und einer Reinfektion nicht unterschieden

werden konnte.

Tab. 42: Anzahl der Rezidive und Reinfektionen nach Genotypisierung

Patient 1123 |4*|5%]|6|7"|8 9 |10* | 11* | 12

Rezidiv O |[2|1]3 (2 |00 |pb|1]4 2 7

Reinfektion | 5 | 5|7 |1 |1 [3]10 |p.b.[9]|3 8 0

* Patienten mit Zeiten permanent positiver Urinkulturen, die keine Beriicksichtigung fanden

p.b.:  Patientin 8 mit permanenter Bakteriurie

Bei sechs von zwolf Patienten gab es wihrend des Beobachtungszeitraumes Zeiten mit einer
permanenten Bakteriurie, d.h. es gab zwischen zwei positiven Urinkulturen keine sterile
Urinkultur.

Bei der Patientin 8 (Tab. 26) lagen bis zur zweiten Vakzinierung permanent positive
Urinkulturen vor. Erst mit der zweiten Vakzinierung war kein weiteres Rezidiv mehr
aufgetreten. Der Beobachtungszeitraum endete aber nach der zweiten Vakzinierung, so dass
zum weiteren Verlauf und Erfolg der Vakzinierung keine Aussage getroffen werden konnte.
Insgesamt wurden 22 (29 %) bakteriologische Rezidive und 52 (70 %) Reinfektionen

nachgewiesen.
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4.13.4 Ergebnisse der Vakzinierungen

Insgesamt wurden bei den 12 Patienten 24 Vakzinierungen vorgenommen. Dabei erhielten die

Patienten 1 bis 6 eine Vakzinierung, die Patienten sieben und acht zwei Vakzinierungen, die

Patienten neun und zehn drei Vakzinierungen und die Patienten elf und zwolf vier

Vakzinierungen (Tab. 43). Von zwei Vakzinestimmen konnten keine Genotypen ermittelt

werden (Patientin 9 (Tab. 29, S.65) und Patientin 11 (Tab. 35, S.75)). Im Anschluss an die 2.

Vakzinierung bei Patientin 8 (Tab. 26 S.61) endete der Beobachtungszeitraum, so dass keine

weiteren Verlaufsdaten bekannt sind. Bei Patientin 5 wurde die Vakzinierung aufgrund einer

Harnwegsinfektion abgebrochen. So konnten 20 Vakzinierungen mit vollstdndiger Sero-,

Biochemo- und Genotypisierung fiir die Auswertung beriicksichtigt werden (Tab. 43).

Tab. 43: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Vakzinierungen

1.Vakzinierung 2.Vakzinierung 3.Vakzinierung 4.Vakzinierung
Pat. 1 Vakzinestamm eleminiert
Pat. 2 Vakzinestamm eleminiert
Pat. 3 Vakzinestamm eleminiert
Pat. 4 Vakzinestamm nicht

eleminiert
Pat. 5 Vakzinierung

abgebrochen
Pat. 6 Vakzinestamm eleminiert
Pat. 7 Vakzinestamm eleminiert | Vakzinestamm eleminiert

(1)
Pat. 8 Vakzinestamm nicht Vakzinestamm eleminiert

eleminiert 2)
Pat. 9 Vakzinestamm eleminiert | Vakzinestamm eleminiert | (3)
Pat. 10 Vakzinestamm eleminiert | Vakzinestamm nicht Vakzinestamm

eleminiert eleminiert
Pat. 11 4) Vakzinestamm eleminiert | Vakzinestamm Vakzinestamm
eleminiert eleminiert
Pat. 12 Vakzinestamm eleminiert | Vakzinestamm nicht Vakzinestamm Vakzinestamm
eleminiert eleminiert eleminiert

(1) Vakzinestamm war drei Wochen nach Abschluss der Vakzinierung noch einmalig nachweisbar
2) Vakzinestamm wahrscheinlich eliminiert, Beobachtungszeit endet mit Abschluss der Vakzinierung
3) Eliminierung des Vakzinestammes nicht beurteilbar, da Genotyp nicht bekannt
4) Eliminierung des Vakzinestammes nicht beurteilbar, da Genotyp und Biochemotyp nicht bekannt
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Bei diesen 20 Vakzinierungen waren in 13 Féllen (65%) die Vakzinestimme bis zum
Abschluss der Beobachtungszeit nicht wieder nachweisbar und somit eliminiert.

Bei Patientin 7 war der Vakzinestamm zwei Wochen nach Abschluss der Vakzinierung noch
einmal in einer Keimzahlkonzentration von 10°/ ml nachweisbar (Tab. 23, S.56). Der
Vakzinestamm lag zu diesem Zeitpunkt als Rauhform vor. Nach dieser Episode war der
Stamm bis zum Abschluss des Beobachtungszeitraumes nicht wieder nachweisbar und somit
ebenfalls eliminiert.

Bei der Patientin 8 (Tab. 26, S.61) endete mit Abschluss der Vakzinierung der
Beobachtungszeitraum, so dass keine Aussage iiber den weiteren Verlauf getroffen werden
konnte. Jedoch war die Patientin bis zur zweiten Vakzinierung permanent bakteriurisch.
Wiéhrend der zweiten Vakzinierung waren die Urinproben steril, so dass sich hier eine
Verianderung abzeichnete und der Vakzinestamm evt. eliminiert werden konnte.

Der Patient 12 konnte die Vakzinestimme immer nur voriibergehend eliminieren. Den
Vakzinierungen folgten verschieden lange bis zu 2 Jahren und 9 Monaten wihrende,
rezidivfreie Intervalle, in denen er sterile Urinkulturen aufwies. Letztlich erlitt der Patient
dann erneut HWI mit einem E. coli derselben O-Serovar (Tab. 38, S.80). Die Vakzine wurde
nach jedem langeren rezidivfreien Intervall aus dem aktuell aufgetretenen E. coli-Stamm neu

hergestellt. Dieser Patient konnte nie endgiiltig saniert werden.
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5 Diskussion

Die Harnwegsinfektion stellt eine Infektionskrankheit dar, die je nach klinischer Symptomatik
beim ersten oder wiederholten Auftreten Anlass einer Antibiotikatherapie ist. Die akuten
Infektionen sind gut therapierbar. Hinsichtlich der rezidivierenden HWI ist die antibiotische
Therapie jedoch nicht ausreichend effektiv — unabhingig davon, ob es sich um ein klinisches
Rezidiv, d.h. cine Reinfektion mit einem neuen Bakterienstamm, oder um ein
mikrobiologisches Rezidiv, d.h. eine Reinfektion mit dem zuvor nachgewiesenen Stamm,
handelt. Die Autovakzinetherapie wird in einigen Publikationen als alternative Therapieform
fir die rezidivierenden Harnwegsinfektionen dargestellt. Weil dafiir eine monovalente
Vakzine verwendet wird, ist die Autovakzinetherapie insbesondere dann indiziert, wenn es
sich bei den klinisch rezidivierenden Harnwegsinfektionen auch um mikrobiologische
Rezidive handelt. Die Differenzierung zwischen echten Rezidiven und Neuinfektionen ist also
wichtig. Der Erfolg einer mikrobiologischen Differenzierung hidngt mafigeblich vom
Diskriminierungsvermogen und der Verlésslichkeit der angewandten Typisierungstechnik ab.
Etablierte Typisierungstechniken fiir E. coli-Stdimme umfassen serologische Methoden zur
Erfassung von Oberfldachen-, Kapsel- und Geiel-Antigenen sowie die Erfassung von Mustern
biochemischer Funktionen bzw. Antibiotikaresistenzen und schlieBlich von genomischen
Unterschieden durch Auftrennung von enzymatisch hergestellten Genomfragmenten in der
Pulsfeld-Gelelektrophorese. Alle iiber einen Zeitraum von 9 Monaten bis 8 Jahren und 2
Monaten isolierten E. coli-Stimme von 12 Patienten mit rezidivierenden
Harnwegsinfektionen wurden mit diesen Methoden untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen werden im Folgenden diskutiert.

Die O-Serotypisierung der 172 E. coli-Stimme wurde mit 31 monovalenten O-Antiseren
durchgefiihrt. Dadurch konnten 56 % der E. coli-Stimme (96 Isolate) O-typisiert werden, was
den in der Literatur angegebenen 44 % bis 55 % O-typisierbarer Stimme unter Verwendung
von 24 bzw. 44 O-Antiseren entspricht (11,14,60,62). Nur mit einem erheblichen
Mehraufwand bei Verwendung von 150 O-Antiseren erreichte Orskov eine O-Typisierbarkeit
von 78,8 % (63).

Der Anteil der nicht typisierbaren Stimme in dieser Arbeit war mit 27 % (46 Stdimme)
deutlich geringer als der bei Nimmich, der 40 % von 215 Isolaten nicht typisieren konnte
(60).

Die Typisierbarkeit von E. coli-Stimmen ist zum einen abhédngig von der Anzahl der
verwendeten O-Antiseren und zum anderen von der untersuchten Patientenklientel. Die
hochste Rate an typisierbaren E. coli-Stimmen wird bei Patienten mit rezidivierenden

Harnwegsinfektionen gefunden, weil diese hdufig durch die typisch uropathogenen Stimme
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der ,,Common Serogroups* verursacht werden. Dazu zédhlen die O-Serovare O1, 02, 04, O6,
07, 08, 09, Ol11, O14, 018 022, 025, 062, O75 und O83 (8,64,95). Bei akuten und
asymptomatischen Harnwegsinfektionen scheint das Antigenspektrum breiter zu sein und der
Anteil nicht typisierbarer Stimme liegt hoher.

Zu den drei differentialdiagnostisch wichtigen Antigenen der serologischen Typisierung von
E. coli-Stimmen gehoren auller dem Oberflichen- oder O-Antigen, das Kapsel- oder K-
Antigen und das Geiel- oder H-Antigen (40,42). Die Bestimmung der vollstdndigen
Antigenformel ist jedoch sehr kosten- und zeitaufwendig. Vorhandene K-Antigene, die eine
O-Typisierung verhindern, miissen durch Erhitzung der E. coli-Kulturen auf 120 °C zerstort
werden, um das O-Antigen bestimmen zu konnen. H-Antigene sind oft zu schwach
ausgebildet, so dass die E. coli-Stamme iiber mehrere halbfeste Ndhrmedien kultiviert werden
miissen, um eine Bestimmung der dann besser ausgebildeten Geillelantigene zu ermoglichen.
Dazu kommt, dass die Antigenseren nur in begrenztem Umfang kommerziell erhiltlich sind.
In der vorliegenden Arbeit war lediglich bei fiinf Stimmen der vollstdndige O:H:K-Serotyp
zu ermitteln. Die Differenzierung von Rezidiv und Reinfektion und die Beurteilung des
Erfolges der Autovakzination anhand der Eliminierung des Vakzinestammes waren somit
durch die Serotypisierung nicht moglich.

Zur weiteren Differenzierung der E. coli-Stimme wurde zusétzlich zur Serotypisierung bei
jedem Isolat eine Biochemotypisierung durchgefiihrt. Wihrend durch die Serotypisierung
nicht alle Stdmme typisierbar waren, konnte durch die Biochemotypisierung von jedem
Stamm ein Biochemotyp ermittelt werden. Dabei war das Diskriminierungsvermodgen durch
die Biochemotypisierung innerhalb einer O-Serovar von Patient zu Patient und auch bei den
Stdmmen eines Patienten sehr unterschiedlich. So konnte bei den Patienten 1, 4, 5, 8, 9 und 12
eine gute Feindiskriminierung der Stamme erzielt werden. Bei den Patienten 2, 7 und 10 war
bei einem Teil der Stimme durch die Biochemotypisierung eine gute Feindiskriminierung
moglich, aber bei anderen Stammen dieser Patienten keine Differenzierung ersichtlich. Bei
den Patienten 3, 6 und 11 war der Biochemotyp entweder so variabel oder so dhnlich, dass
durch diese Methode eine Feindiskriminierung der Stimme nicht moglich war.

In der Literatur gilt die Methode der Biochemotypisierung als einfach durchzufiihren, gut
reproduzierbar und kostengiinstig (13-15,17,62). Hinsichtlich der Anwendung der Methode in
Kombination mit der Serotypisierung zur Feintypisierung und Identifizierung klonaler
Varianten gibt es verschiedene Meinungen. Einige Autoren konnten durch die Sero- und
Biochemotypisierung eine besonders feine Differenzierung von E. coli-Stimmen erreichen
(13,15-17,62). Andere Autoren halten die Methode der Biochemotypisierung als
weiterfithrende, feindifferenzierende Methode fiir ungeeignet, da sie nur unzureichend oder

gar nicht mit anderen Gruppierungstechniken, z.B. mit der Serotypisierung, korreliert

90



(2,3,18,23). Insgesamt sind die Ergebnisse von der Struktur der wuntersuchten
Stammpopulation abhingig. Wihrend die Abgrenzung von klonalen Varianten innerhalb einer
uniformen Stammpopulation, d.h. innerhalb einer Serovar, gut ist, so ist die Feintypisierung
bei einer heterogenen Stammpopulation, d.h. bei nicht O-typisierbaren Stimmen oder
verschiedenen Serovaren, aufgrund einer zu hohen Variabilitdt unzureichend (2,3).

Die Sero- und die Biochemotypisierung sind Methoden, welche die phénotypischen
Eigenschaften der Stimme analysieren. Da Oberflichen-, Kapsel- und Geilelantigene
chromosomal determiniert sind, zeichnen sie sich durch eine hohe Stabilitit aus. Trotzdem
werden von tiber Jahren auf Dorset-Ei-Ndhrboden gelagerten und dann erneut angeziichteten
Kulturen Mutanten, wie z.B. Rauhformen, also E. coli-Stimme mit unvollstindigen O-
Seitenketten, isoliert (64). Auch fiir die meisten biochemotypischen Eigenschaften gilt die
chromosomale Determinierung und damit hohe Stabilitdit und Reproduzierbarkeit. Einige
Stoffwechseleigenschaften, wie z.B. die Fermentation von Saccharose, Rhamnose und
Raffinose, sind eher klonal assoziiert und damit fiir eine Differenzierung klonaler Varianten
geeignet. Andere Stoffwechselleistungen sind variabler und ungeeignet fiir die
Feintypisierung (1,2,64).

Alternativ zur Biochemotypisierung wurde die Resistotypisierung, die auch eine
phénotypisierende Methode ist, auf die Diskriminierungsfahigkeit tiberprift. Aber auch diese
Methode erbringt keine zuverldssigen Ergebnisse. Die Anderung von Resistenzmustern
gegeniiber Antibiotika kann lediglich als Indiz fiir einen Erregerwechsel gewertet werden und
muss durch andere Untersuchungsmethoden verifiziert werden.

Wegen der Variabilitit der Expression des Phinotyps werden die Typisierungstechniken, die
auf der Analyse von Proteinen basieren in ihrer Aussagefidhigkeit und Zuverldssigkeit
hinsichtlich der klonalen Analyse in Frage gestellt (37). Serotypisierung und
Biochemotypisierung dienen eher der Erregeridentifizierung und stellen einen Bezug
zwischen bestimmten Stimmen und definierten Krankheiten her. Zur Beantwortung von
Fragen der klonalen Zusammengehorigkeit sind Techniken, die auf der Analyse der
bakteriellen DNA basieren, besser geeignet. Etabliert sind die RAPD (random amplified
polymorphic DNA analysis), PFGE (Pulsfeld-Gelelektrophorese) und die Ribotypisierung. In
vergleichenden Untersuchungen wurde die PFGE als eine sehr fein diskriminierende und sehr
gut reproduzierbare Technik herausgestellt und kam in dieser Arbeit als genotypisierende
Methode fiir die Erstellung der Restriktionsmuster zur Anwendung (7,49,69,70,78). Durch
den Vergleich der Fragmentmuster untereinander konnte eine feinere Differenzierung der
Stamme erreicht werden als mit der Sero- oder mit der Biochemotypisierung. Klonale
Varianten, deren Vorhandensein durch die Sero- und Biochemotypisierung angenommen

wurden, konnten bestitigt, ausgeschlossen oder tiberhaupt erst erkannt werden.
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5.1 Vergleich der Ubereinstimmung der Feindiskriminierung bei Kombination von
Sero- und Biochemotypisierung und Sero- und Genotypisierung
Die Kombination von Sero- und Biochemotypisierung zur Feindifferenzierung von E. coli-
Stammen und Erkennung klonaler Varianten wird von vielen Autoren flir unzureichend
gehalten, weil diese Methoden auf der Analyse phédnotypischer Eigenschaften basieren. In
dieser Arbeit wurde zusétzlich zur Sero- und Biochemotypisierung das Genom aller E. coli-
Stimme molekularbiologisch in der Pulsfeld-Gelelektrophorese untersucht und eine
Genotypisierung durchgefiihrt. Dadurch wurde ein Vergleich der
Feindiskriminierungsfihigkeit bei Kombination von Sero- und Biochemotypisierung und von
Sero- und Genotypisierung moglich.
AuBer bei Patientin 4, bei der die Staimme durch beide Typisierungskombinationen in gleicher
Weise fein differenziert wurden, konnten bei allen anderen Patienten bessere Ergebnisse
durch die Kombination von Sero- und Genotypisierung erreicht werden. Durch die
Genotypisierung war die Detektion von klonalen Varianten, also Stdmmen, die sich im
Restriktionsmuster nur durch ein bis drei Fragmente unterscheiden, moglich (z.B. bei
Patientin 1 Stdimme 1015 — 1048). Es konnte aber auch der Nachweis erbracht werden, dass
Stimme mit gleichem Biochemotyp nicht zwangslidufig zum gleichen Genotyp gehoren (z.B.
Patientin 2 Stamme 863 — 928b). Stamme mit nicht O-typisierbarem Antigen konnten durch
die Sero- und Genotypisierung besser untereinander oder anderen O-typisierbaren Stammen
zugeordnet werden, als durch die Sero- und Biochemotypisierung (z.B. Stimme der Patientin
2,3,5,6,9, 10 und 11). Insbesondere bei den Patienten 3, 6 und 11 waren die Biochemotypen
entweder so variabel oder einander so #hnlich, dass keine Feindifferenzierung durch die
Kombination von Sero- und Biochemotypisierung moglich war.
Hingegen war die Interpretation der Restriktionsmuster der E. coli-Stimme von den Patienten
8 und 11 zum einen wegen sehr dhnlicher Restriktionsmuster und zum anderen wegen der
grolen Anzahl zu vergleichender Restriktionsmuster problematisch. Die Stidmme der
Patientin 8 waren durch den identischen Serotyp O1:H-:K1 und zwei einander gleichenden
Biochemotypen (1610 und 1710) gekennzeichnet. Im Restriktionsmuster waren neben einem
einheitlichen Grundmuster zusdtzlich verschiedene variable Fragmente zu sehen. Diese
fithrten nach Anwendung der Auswertungskriterien nach Romling (74) zur Differenzierung in
zwei Genotypen und verschiedene Subtypen. Es handelt sich bei den Stimmen der Patientin 8
aber viel eher um einen E. coli-Stamm mit verschiedenen klonalen Varianten. Die hier zu
Grunde gelegten Auswertungskriterien sind fiir diese Aussage zu eng bemessen.
Von den 30 E. coli-Stammen der Patientin 11 (Stdamme 858 — 1199), mit dem identischen

Biochemotyp 3676, und den zwei Stammen 842 und 845, bei denen der Biochemotyp 1676
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festgestellt wurde, sind Restriktionsmuster erstellt worden, in denen es wie bei Patientin 8 ein
dhnliches Grundmuster und zusétzlich variable Fragmente gibt. Die visuelle Auswertung
dieser groBen Anzahl (32 Stimme) dhnlicher Restriktionsmuster fiihrt zu Ungenauigkeiten in
der Interpretation. Die Stidmme wurden nach den, fiir diese Arbeit festgelegten,
Auswertungskriterien 16 verschiedenen Genotypen zugeordnet, die in weitere Subtypen
differenziert wurden. Bei der vorhandenen Ahnlichkeit der Restriktionsmuster sind 16
verschiedene Genotypen aber eher unwahrscheinlich. Serologisch finden sich neben vielen
nicht O-typisierbaren Stimmen und Rauhformen O 23- und O 14-Stimme. Es liegt nahe, dass
es sich bei den Stimmen um wenigstens zwei verschiedene Stimme und um weitere klonale
Varianten handelt. Aber selbst die Kriterien fiir die visuelle Auswertung von
Restriktionsmustern von Tenover (88), der bei einer Differenz von 4 — 6 Fragmenten eine
Verwandtschaft der Stimme noch fiir moglich hilt, wiirden hier wegen der hohen Anzahl der
Stimme zu keinem reellen Ergebnis fithren. Letztlich bleibt der visuelle Vergleich der
Fragmente subjektiv. Die verwandtschaftlichen Beziehungen dieser E. co/i-Stdimme sind am
besten durch die computergestiitzte Fragment-Mustererkennung mit anschlieender

Datenverarbeitung zu kléren.

5.2 Rezidiv oder Reinfektion?

Mit der Kombination von Sero- und Genotypisierung war nicht nur eine bessere
Feindifferenzierung der E. coli-Stimme moglich, sondern auch die Differenzierung von
mikrobiologischem Rezidiv und Neuinfektion. Zeiten, in denen Patienten permanent
bakteriurisch waren, wurden bei der Auswertung nicht berticksichtigt, weil Rezidiv und
Reinfektion nicht unterschieden werden konnten, wenn im Rahmen der regelmifBigen
Kontrollen zwischenzeitlich keine Urinprobe steril war.

Es wurden 22 (29 %) bakteriologische Rezidive und 52 (71 %) Neuinfektionen festgestellt.
Die Rate der Reinfektionen ist mit der in der Literatur angegebenen Rate von 68 % — 75 %
vergleichbar (38,77). Zwar werden ca. 80 % der Harnwegsinfektionen durch E. coli
verursacht, jedoch handelt es sich in ca. dreiviertel der Félle um Neuinfektionen mit einem
genotypisch anderen E. coli-Stamm. Der Darm, in dem die uropathogenen E. coli-Stimme
auch schon vor der Entwicklung einer Harnwegsinfektionen nachgewiesen werden konnen,

dient dabei als Reservoir fiir die erneuten Infektionen (6,45,53,77,92,93).
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5.3 Was brachte die Autovakzinierung?

Die untersuchten E. coli-Stimme wurden von Patienten, die ausschlieflich an E. coli
verursachten, rezidivierenden Harnwegsinfektionen litten, gesammelt. Davon ausgehend, dass
es sich bei den Rezidiven auch um mikrobiologische Rezidive handelte, wurden diese
Patienten im Anschluss an eine antibiotische Therapie mit einer aus dem jeweiligen
Patientenstamm  hergestellten monovalenten Autovakzine therapiert. Anhand der
Genotypisierung wurde riickblickend der Erfolg der Vakzinierungen beurteilt.

Von 20 Vakzinestimmen wurden 16 (65 %) erfolgreich eliminiert. Die Patienten erlitten aber
neue Harnwegsinfektionen mit genotypisch anderen E. coli-Stimmen. Patient 12 hatte tiber
vier Jahre Harnwegsinfektionen mit sero- und biochemotypisch identischen E. coli-Stimmen,
so dass echte mikrobiologische Rezidive vermutet wurden. Durch die Genotypisierung wurde
aber ersichtlich, dass es sich um E. coli-Stimme verschiedener Subtypen eines Genotyps
handelte und auch hier Neuinfektionen, und keine echten Rezidive, vorlagen.

Durch die Autovakzinetherapie wurden die Patienten zwar nicht génzlich frei von HWI, aber
in anderen Arbeiten wurde iiber eine Verbesserung der klinischen Symptomatik berichtet. Es
konnte ein Wechsel von symptomatischer therapiebediirftiger Harnwegsinfektion zur
asymptomatischen Bakteriurie, die keiner Therapie bedarf, beobachtet werden (91).

Davon ausgehend, dass den rezidivierenden Harnwegsinfektionen in ca. 70 % der Fille
Neuinfektionen zu Grunde liegen, wiirde eine Vakzine, die verschiedene Stamme beinhaltet
sinnvoller sein und die Wirksamkeit verbessern. Das Préparat Uro-Vaxom® beriicksichtigt
diesen Fakt und beinhaltet immunogene Komponenten verschiedener uropathogener E. coli-
Stimme.

Anhand der Ergebnisse der Genotypisierung dieser Arbeit war aber auch zu sehen, dass die
verursachenden E. coli-Stimme der Patienten untereinander nicht vergleichbar waren, selbst
wenn diese zu einer O-Serovar gehorten. Jeder Patient hat offensichtlich seinen eigenen
Erregerpool, der die Harnwegsinfektionen verursacht. Eine Vakzine, hergestellt aus diesem
Pool, wire polyvalent, wiirde den Erregerwechseln Rechnung tragen und erzielte evt. eine

bessere Wirksamkeit als Uro-Vaxom®.

5.4 Schlussfolgerungen

Fir die Feindifferenzierung einer heterogenen Population von E. coli-Stimmen und die
Erkennung klonaler Varianten ist die phénotypisierende Methode der Biochemotypisierung in
Kombination mit der Serotypisierung nicht ausreichend. Identische und auch &hnliche
Biochemotypen innerhalb eines Serotyps konnen zwar Hinweise flir die
Zusammengehorigkeit von Stimmen sein, lassen aber weder eine zuverldssige Aussage liber

die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den Stdmmen zu noch die Differenzierung
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von mikrobiologischem Rezidiv und Neuinfektion. Um diese Fragen zu beantworten, muss
die molekularbiologische Analyse des Genoms der E. coli-Stimme erfolgen (z.B. durch
Auftrennung von enzymatisch hergestellten DNA-Fragmenten in der Pulsfeld-
Gelelektrophorese). Durch Auswertung der Fragmentmuster konnen die Stimme zuverldssig
eingeordnet und identische Stimme und deren klonale Varianten erkannt werden. Weil diese
Methode aber sehr zeit- und kostenintensiv ist, bleibt sie speziellen Fragestellungen

vorbehalten und ist fiir die Routineanwendung nicht geeignet.
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6 Zusammenfassung

Harnwegsinfektionen sind wegen der Rezidivhaufigkeit ein grofles therapeutisches Problem
fiir den Arzt und mit einer ausgesprochenen physischen und psychischen Belastung fiir den
Patienten verbunden. Frauen sind weitaus hédufiger betroffen als Ménner, insbesondere nach
der Pubertdt in der Phase gesteigerter sexueller Aktivitét.

In ca. 80 % der Fille werden Harnwegsinfektionen durch E. coli verursacht. Die kausale
Therapie besteht in der antibiotischen Behandlung. Sofern es sich um eine unkomplizierte
Harnwegsinfektion handelt, ist der Kurzzeittherapie wegen der geringeren Auswirkungen auf
die normale Vaginal- und Darmflora der Vorzug zu geben.

Antibiotische Therapien haben sich in der Vergangenheit in der Behandlung und sukzessiven
Vermeidung von rezidivierenden Harnwegsinfektionen als nicht effizient erwiesen. Deswegen
wurde und wird nach Therapiealternativen gesucht. Eine Option konnte die
Autovakzinetherapie sein. Weil diese Therapie mit einem einzelnen Patientenisolat, also
einem monvalenten Impfstoff durchgefiihrt wird, ist es wichtig zu wissen, ob der Patient
vermeintliche Rezidive durch Neuinfektionen mit immer anderen E. coli-Stimmen oder echte
Rezidive durch den selben, immer wieder auftretenden E. coli-Stamm erleidet.

Zentrale Fragestellungen in dieser Arbeit waren daher die Diskriminierung bakteriologischer
Rezidiv- und Reinfektionsraten in einem ausgewihlten Patientengut auf der Basis einer
Feintypisierung von deren E. coli-Isolaten. Die Typisierung wurde mit phénotypischen
(Serotypisierung, Biochemotypisierung) und genotypischen Untersuchungsmethoden
(Pulsfeld-Gelelektrophorese) durchgefiihrt. Ferner sollte auf der Basis dieser Untersuchungen
der Erfolg einer Autovakzinetherapie verifiziert werden.

Dazu wurden 172 E. coli-Stamme von 12 Patienten aus der nephrologischen Ambulanz der
Klinik fiir Innere Medizin der Universitdt Rostock untersucht. Die Patienten litten an
rezidivierenden Harnwegsinfektionen, die ausschlieBlich durch E. coli verursacht worden
waren. Jeder Patient hatte mindestens einmal eine Autovakzinetherapie erhalten.

Der Vergleich der verschiedenen Typisierungsmethoden zeigte eine verschieden feine
Differenzierung der Staimme. Die Serotypisierung nach O-, H- und K-Antigenen wird limitiert
durch das Vorhandensein von nicht O-typisierbaren Stimmen und Rauhformen und ist
abhingig von der Anzahl der zur Typisierung verwendeten O-Antiseren. Von 172 E. coli-
Stimmen waren 96 Stimme O-typisierbar, 46 nicht O-typisierbar und 30 Stimme
Rauhformen. Durch die Biochemotypisierung konnte von jedem Stamm ein Biochemotyp
ermittelt werden, der aber aufgrund einer zu hohen Variabilitdt innerhalb einer heterogenen
Stammpopulation aus verschiedenen Serotypen keine ausreichende und zuverlédssige

Feindiskriminierung der Stimme und Differenzierung von Rezidiv und Reinfektion zulieB3.
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Zusétzlich wurde jeder Stamm unter Verwendung der Pulsfeld-Gelelektrophorese
genotypisiert.

Der Vergleich der Diskriminierungsfihigkeit bei Kombination von Sero- und
Biochemotypisierung und Sero- und Genotypisierung zeigte eine feinere Differenzierung der
Stamme und zuverldssigere Aussagefidhigkeit zu Rezidiv und Reinfektion bei Anwendung
von Sero- und Genotypisierung. So wurden in 71 % Reinfektionen und in 29 %
bakteriologische Rezidive festgestellt. Auch der Erfolg der Autovakzinierung wurde anhand
der Ergebnisse der Genotypisierung beurteilt. Aus den Restriktionsmustern war ersichtlich,
dass 65 % der Vakzinestimme nach Durchfiihrung der Vakzinierung eliminiert werden
konnten. Trotz der guten Eliminierungsrate erlitten die Patienten neue Harnwegsinfektionen
mit anderen E. coli-Stimmen. Der Reinfektionsrate von ca. 70 % wiirde eine polyvalente
Vakzine besser begegnen. Da jeder Patient seinen eigenen Erregerpool triagt, wire eine daraus
hergestellte Vakzine nicht nur polyvalent, sondern auch patientenspezifisch. Moglicherweise
wire diese sogar besser wirksam als das Priaparat Uro-Vaxom®, das ein Extrakt immunogener

Komponenten verschiedener uropathogener E. coli-Stimme ist.
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Thesen

. Harnwegsinfektionen sind hiufig auftretende und aufgrund der

Rezidivneigung klinisch relevante Infektionen. Frauen sind wegen
der anatomischen N&he zwischen perinealer und periurethraler
Region héufiger betroffen als Méanner. Ausloser sind uropathogene
Keime, die den Darm besiedeln, am héufigsten E. coli.

. Voraussetzung fiir eine Infektion ist die Adhdsion der Erreger an

Uroepithelien und deren Aszension. Dazu stehen den Erregern
spezifische Faktoren wie Adhésine zur Verfiigung.

. Harnwegsinfektionen werden moglichst nach Resistogramm mit

Antibiotika behandelt. Die Therapiedauer ist abhingig von dem
Schweregrad der Infektion. Trotz suffizienter antibiotischer
Therapie erleiden die Patienten hiaufig Rezidive.

. Die Autovakzinetherapie konnte eine Option als Ergénzung zur

antibiotischen Therapie sein. Weil die Vakzine aus einem einzelnen
patienteneigenen Stamm hergestellt wird, ist es wichtig zu wissen,
ob es sich bei den immer wieder auftretenden Harnwegsinfektionen
um echte, sprich mikrobiologische Rezidive handelt oder ob
Neuinfektionen mit anderen E. coli-Stdimmen die Ursache sind.

. Die Kldrung von Rezidiv oder Neuinfektion ist abhéngig von der

Diskriminierungsfahigkeit der angewendeten Feintypisierungs-
methoden.

. In dieser Arbeit wurden 12 Patienten der nephrologischen

Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin der Universitidt Rostock,
die an rezidivierenden Harnwegsinfektionen, verursacht durch E.
coli, erkrankt waren, eingeschlossen. Es wurden 172 Stimme
isoliert. Die Patienten hatten jeweils ein bis vier
Autovakzinetherapien erhalten.

. Alle E. coli-Staimme wurden phéinotypisch durch die

Serotypisierung und die Biochemotypisierung sowie genotypisch
durch die Pulsfeld-Gelelektrophorese untersucht.

. Das hiufigere Auftreten von Rauhformen und nicht typisierbaren

Stammen limitiert die Aussage der Serotypisierung. Unter der
Anwendung von 31 monovalenten O-Antiseren waren 96 Stimme
O-typisierbar, 46 Stimme waren nicht typisierbar und 30 Stimme
lagen als Rauhform vor.

. Mit der Biochemotypisierung konnte von jedem Stamm der

Biochemotyp bestimmt werden. Wiahrend in einer homogenen
Stammpopulation, wie beispielsweise innerhalb einer Serovar, mit
der Biochemotypisierung eine sehr gute Feindiskriminierung
erreicht wird, fiithrt diese Methode in einer heterogenen
Stammpopulation, wie sie in dieser Arbeit vorlag, zu keiner
ausreichenden Feintypisierung. Die Zugehorigkeit von Stimmen
und die Kldrung von Rezidiv oder Reinfektion waren dadurch nicht
ausreichend moglich.
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10. Die beste Feindiskriminierung der untersuchten E. coli-Stimme
wurde durch die enzymatische Auftrennung des bakteriellen
Genoms und Separierung der Fragmente in der Pulsfeld-
Gelelektrophorese erreicht.

11. Wiéhrend die visuelle Auswertung der Restriktionsmuster fiir
eindeutig identische oder differente Stdmme ausreichend ist,
gestaltet sich die Auswertung mehrerer Stimme mit dhnlichem
Grundmuster als schwierig. Hier wird die Computer gestiitzte
Fragment-Mustererkennung und anschlieBende Datenanalyse
notwendig, um Aussagen zu verwandtschaftlichen Zugehorigkeiten
der Stamme treffen zu konnen.

12. Bei den  Methoden der Phénotypisierung  werden
Stoffwechseleigenschaften untersucht, deren Expression von
duBleren Faktoren abhingig sind. So kann der Phanotyp in vivo und
vitro zu differenten  Ergebnissen fiihren. Deshalb st
genotypisierenden Methoden der Vorzug zu geben.

13. Die Differenzierung von klinischem und mikrobiologischem
Rezidiv erfolgte anhand der Ergebnisse der
Restriktionsmusteranalyse. Danach lagen in 71 % der Fille
Reinfektionen und in 29 % der Fille Rezidive vor.

14. In 65 % der durchgefithrten Vakzinierungen konnte der
Vakzinestamm erfolgreich eliminiert werden. Dennoch erlitten die
Patienten Reinfektionen mit anderen E. coli-Stimmen. Eine
monovalente Autovakzinierung wire nur im Falle von Rezidiven
mit immer demselben E. col/i-Stamm sinnvoll, denn die induzierte
Antikorperbildung erfolgt tiberwiegend nur gegen das applizierte
Antigen. Deshalb erscheint die Anwendung einer polyvalenten
Vakzine mit uropathogenen Stammen sinnvoller.

15. In klinischen Studien konnte aber trotzdem ein positiver Effekt
der Autovakzinierung festgestellt werden. So nahm die klinische
Rezidivhaufigkeit ab. Gleichzeitig war ein Wechsel von
symptomatischer behandlungsbediirftiger Harnwegsinfektion zur
asymptomatischen und nicht therapiebediirftigen Bakteriurie zu
verzeichnen.

16. Das Problem des Erregerwechsels beriicksichtigend steht zur
Immunstimulation die polyvalente Vakzine Uro-Vaxom® zur
Verfiigung. Diese richtet sich gegen verschiedene uropathogene
E.coli-Stamme und induziert damit zwar ein breiteres Spektrum an
Antikorpern, ist aber nicht patientenspezifisch.

17. Durch die Genotypisierung konnte auch gezeigt werden, dass
jeder Patient seinen eigenen Erregerpool hat, und dass Stdmme
einer O-Serovar von verschiedenen Patienten auch zu
verschiedenen Genotypen gehoren. Eine Autovakzine, hergestellt
aus dem patienteneigenen Erregerpool wire nicht nur polyvalent
sondern auch patientenspezifisch.
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18. Die Herstellung und Anwendung der Autovakzine ist verglichen
mit der Anwendung von Uro-Vaxom® kostenintensiver. Wie nach
der Autovakzinetherapie, so ist auch nach Anwendung von Uro-
Vaxom®  eine  Abnahme der Rezidivhiufigkeit von
behandlungsbediirftigen Harnwegsinfektionen in der Literatur
beschrieben. Eine Wiederholung der Vakzinierung scheint bei
beiden Therapien notwendig.
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