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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Titel: Untersuchung der Verteilung von Gardnerella vaginalis - Genotypen bei Frauen mit

bakterieller Vaginose mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung's (FISH) Sonden
Autorin: Anne Luise Reil3hauer

Einleitung: Die bakterielle Vaginose (BV) stellt die weltweit haufigste mikrobiologische
Storung des Scheidenmilieus dar. Die betroffenen Frauen kdnnen trotz symptomarmen
Verlaufen unter negativen gesundheitlichen Auswirkungen leiden. Beispiele dafur waren
Infertilitat oder auch die erleichterte Akquirierung von sexuell Ubertragbaren
Erkrankungen. Bis heute gibt es trotz intensiver Forschung viele ungeklarte Fragen
bezuglich der BV. Eine Frage ist der Widerspruch, dass es im Prinzip keine BV ohne G.
vaginalis gibt, jedoch G. vaginalis auch im vaginalen Mikrobioms von gesunden Frauen
gefunden werden kann. Um dieses mikrobiologische Paradoxon zu klaren, wurden
Gardnerellen in verschiedene Biotypen und Genotypen eingeteilt, bislang ohne Erfolg.
Eine neue Genotypeneinteilung in vier Kladen bietet die Mdoglichkeit fur Einblicke in die
Rolle der Gardnerellen bei der BV. Diese wurden in der hier vorliegenden Arbeit

untersucht.

Methodik: Es wurden n = 51 pramenopausalen Frauen, die nach Amselkriterien unter
bakterieller Vaginose litten, untersucht. Bei den Probandinnen wurden aus vaginalen (n
= 26) oder zervikalen (n = 25) Abstrichen generierte primare Bakterienkulturen inkubiert.
Von diesen wurde jeweils das konfluierend wachsende Bakterienkonglomerat
entnommen und mittels FISH untersucht. Es wurden bereits etablierte, alle Gardnerella
Genotypen anfarbende FISH-Sonden und neu entwickelte, Genotypen spezifische FISH-

Sonden verwendet.

Ergebnisse: Von n = 51 untersuchten Proben waren n = 50 auswertbar. Die Sonden G-
N/V mit n = 44 (88%) und G-I mit n = 43 (86%) waren am haufigsten vertreten.
Unterschiede zwischen den Abstrichlokalisationen Zervix und Vagina wurden nicht
gefunden. Die Kladen 1 und 4 sind mit n = 46 (92%) und n = 45 (90%) am haufigsten
gefunden worden. Klade 3 wurde nie ohne Klade 4 gefunden. In der Regel waren drei
Kladen in einem Abstrich zu finden n = 33 (66%). Die haufigste Kombination bestand aus
den Kladen 1, 2 und 4 (64%).



ZUSAMMENFASSUNG

Diskussion: Die gefundenen Kladen der untersuchten primaren Bakterienkulturen sind
den auf Abstrichen basierten Studien ahnlich. Alle Kladen untersuchenden Arbeiten
konnten zeigen, dass in der Regel multiple Kladen vorhanden waren. Gardnerella
vaginalis scheint somit ein Teamplayer zu sein, der von der Anwesenheit verschiedener
Kladen profitiert. Auch diese Arbeit lieferte Hinweise, dass es noch weitere unbekannte
Kladen geben kann und weitere Grundlagenforschung bezuglich der Genotypisierung
von G. vaginalis notwendig ist. Die hier verwendeten FISH-Sonden bieten fur die Zukunft
die Moglichkeit, einzelne Kladen in ihrer Morphologie und ihren raumlichen Verhaltnissen

zueinander zu untersuchen.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Introduction: Bacterial vaginosis (BV) represents the world's most common
microbiological disorder in the vagina. Women who suffer of BV may show little to no
symptoms. Nevertheless, adverse health effects for example infertility and the easier
acquisition of sexually transmitted diseases are possible. In the last decades thorough
research was not able to shed light onto Gardnerella and its role in the pathophysiology
in BV. Gardnerella vaginalis can be found in women with BV but also in the vaginal
microbiome of healthy women. To clarify its role different Gardnerella biotypes and
genotypes have been studied, so far without success. A new classification of genotypes
into four clades offers the opportunity for further insights into the role of Gardnerella in

BV. These were investigated in the present work.

Methods: A total of n = 51 premenopausal women who were diagnosed with BV using
the Amsel criteria were investigated. Primary bacterial cultures were generated from
vaginal (n = 26) or cervical (n = 25) smears. After the incubation the confluent growth of
the bacteria was removed, processed and examined using the FISH technique.
Established Gardnerella staining FISH probes and newly developed genotype specific

FISH probes were used.

Results: Of n = 51 samples tested, n = 50 were evaluated. Probes G-lIl/IV with n = 44
(88%) and G-I with n = 43 (86%) were found most often. Differences between cervical
and vaginal smears were not found. Clades 1 and 4 are most commonly found with n =
46 (92%) and n = 45 (90%). Clade 3 was never found without clade 4. At least three
clades were found in n = 33 (66%) smears. The most common combination consisted of
clades 1, 2 and 4 (64%).

Conclusion: The clades found in primary bacterial cultures here are surprisingly similar to
the smear-based studies. All works which investigated Gardnerella clades showed that
usually multiple clades were present. Gardnerella seems to be a team player benefiting
from the presence of different clades. This work also hints that there are other unknown
clades and that further research is needed. The FISH probes we used offer the possibility
to examine individual clades in their morphology and their spatial relationships with each

other in the future.
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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Bakterielle Vaginose

Erstmals wurde die bakterielle Vaginose (BV) auf dem internationalen Kongress 1982 in
Kristiansand, Norwegen, definiert (1). Dort wurde die BV relativ unprazise als Austausch
des Laktobazillen - dominierten Milieus, durch Bakteriengruppen, die typischerweise bei
veranderter Vaginalflora zu finden sind, definiert. Zu diesen gehdren u. a. Gardnerella,
Atopobium, Prevotella, Megasphaera, Dialister, Mobiluncus, Leptotrichia, Sneathia,
Peptostreptococcus, Clostridien Spezies, bekannt als BV-assoziierte Bakterien 1-3
(BVAB1, BVAB2, BVAB3), und viele weitere Bakterien (1-4). Seit dieser eher unprazisen
und wenig greifbaren Definition gab es bis heute keine wesentliche Verbesserung. Ein
kurzlich veroffentlichtes Review prangert diese seit Jahrzehnten bestehende
Ungenauigkeit an (5). Die BV wurde bis jetzt als klassische Infektionskrankheit (6),
vaginale Infektion (7), polymikrobielle Infektion (8), Dysbiose (1) oder ganz einfach als
Zustand (7) beschrieben. Selbst ob die BV eine Erkrankung ist, wird in der Literatur
diskutiert (5, 9). Allgemeiner wissenschaftlicher Konsens heute ist, dass es bei der BV zu
einem Shift von einem durch Laktobazillen dominiertem Milieu zu einer vaginalen Flora
kommt, welche weniger durch Doderleinstabchen, aber dafir mehr aus einer Mischflora

besteht, die durch fakultative Anaerobier gepragt ist.

Im deutschsprachigen Raum wird die BV auch Aminkolpitis oder Aminvaginose genannt.

1.2 Epidemiologie

Die BV ist die weltweit haufigste mikrobiologische Stérung des Scheidenmilieus bei
Frauen im gebarfahigem Alter (10). Somit ist sie eine sehr haufige Infektion des
Reproduktionstraktes von Frauen (11) und stellt damit ein weltweites
Gesundheitsproblem dar. Die Pravalenz variiert zwischen einzelnen Landern und Ethnien
erheblich und ist im Ganzen betrachtet in Afrika am hdchsten, in Asien und Europa
niedriger (11). In den USA sind 29,2% der Frauen von der BV betroffen. Genaue

Pravalenzangaben fur Deutschland gibt es nicht. In Europa schwankt die Pravalenz von

12



1. EINLEITUNG

5,9% in Irland (12) bis 24% in Norwegen (13). Wobei in dem Review von Kenyon et al.
bis auf eine Studie (14) alle anderen Studien als statistisch nicht reprasentativ

eingeschatzt wurden (11).

1.3 Diagnostik

Zur Diagnostik der BV haben sich zwei verschiedene Systeme in der klinischen Praxis
etabliert, zum einen die Amselkriterien, zum anderen der Nugent-Score. DarUber hinaus

besteht die Mdglichkeit, Abstriche mikrobiologisch zu untersuchen.

1.3.1 Amselkriterien

Die Amselkriterien, eine Ubersicht ist dargestellt in Tabelle 1, wurden 1983 von Amsel et
al. eingefuhrt (15). Diese Kriterien werden im Rahmen einer gynakologischen
Untersuchung erhoben und basieren u.a. auf der Evaluation von vaginalen Abstrichen.
Die Diagnose der BV gilt als gesichert, wenn mindestens drei der Kriterien erfullt werden
(10, 15). Schlusselzellen, auch Clue Cells genannt, sind Epithelzellen, an denen G.
vaginalis Bakterien haften (16). Zur visuellen Analyse wird ein vaginaler Abstrich als
Nativpraparat, gefarbt mit 0,1%iger Methylenblau-Losung, unter einem Lichtmikroskop
analysiert. Das Kriterium ist erfullt, wenn sich auf den vaginalen Zellen ein dichter
Bakterienrasen findet. Fur den Amintest, im angloamerikanischen Raum auch unter
Whiff-Test bekannt, wird dem Abstrich 10%ige Kaliumhydroxid-Lésung (KOH-L6sung)
zugegeben. Die zugefuhrte KOH-Losung fuhrt zu einer Intensivierung des
charakteristischen Geruches, falls dieser noch nicht apparent war, und demaskiert somit
latenten Fischgeruch. Die pH-Bestimmung erfolgt mittels Abstrichmaterial, welches auf

ein Lackmus-Papier gegeben wird.

13



1. EINLEITUNG

Amselkriterien

grau-weilder, homogener Fluor

pH = 4,5 (Normbereich 4,4 bis 3,8)

positiver Amintest (Geruchsintensivierung nach Zugabe von
10%iger KOH-L6sung)

Schlisselzellen

1.3.2 Nugent-Score

Der 1991 von Nugent et al. entwickelte Score evaluiert die vaginale Flora mittels
mikroskopischer Kriterien (17). Dafur ist eine Gramfarbung von einem vaginalen Abstrich
notwendig. AnschlieRend werden die darin zu findenden Mikroorganismen in den
Kategorien Laktobazillen, gramnegative und gramlabile Stabchen und gebogene
Stabchen pro Gesichtsfeld (GF) bestimmt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 2 dargestellt. Fiir
jedes der drei Kriterien wird ein Punktwert ermittelt, diese werden addiert und die
errechnete Zahl ergibt den Nugent-Score. Eine Bewertungsubersicht des Nugent-Scores
ist in Tabelle 3 dargestellt. Er gilt als das objektivere Verfahren und hat die Amselkriterien

weltweit als Goldstandard, auf3er in Deutschland (1), abgeldst (18).

14



. EINLEITUNG

Punkte Lactobacillus, Gardnerella und Mobiluncus,
entspricht Bacteroides spp. gebogene
grampositiven Morphotypen, Stabchen
Stabchen entspricht
gramnegativen bzw.
gramlabilen Stabchen
0 4 + 0 0
1 3+ 1+ 1+ oder2 +
2 2+ 2+ 3 +oder4 +
3 1+ 3+
4 0 4 +

0 = kein Nachweis in 5 Gesichtsfeldern (GF), 1+ = <1 Organismus pro GF, 2+ =

1-4 Organismen pro GF, 3+ = 5-30 Organismen pro GF, 4+ = >30 Organismen

pro GF. Ein Gesichtsfeld (GF) entspricht einer 1000-fachen Vergro3erung.

Score Bewertung
0-3 normal
4-6 intermediar, unklar
7-10 bakterielle Vaginose

15



1. EINLEITUNG

1.4 Symptome

Frauen mit symptomatischer BV konnen unter Pruritus und vermehrt dunnflissigem,
weil3-graulichem, homogenem Vaginalfluor leiden. Der unangenehm fischig riechende
Ausfluss ist meist der Ausloser fur die betroffene Frau, sich gynakologisch vorzustellen.
Er ist damit auch das Leitsymptom. Der unangenehme Geruch wird besonders wahrend
der Mensis oder nach ungeschutztem Geschlechtsverkehr von den betroffenen Frauen
registriert (19). Beides fuhrt zur Alkalisierung des Fluors und damit zur Verstarkung des
fischigen Odors. Nicht alle Frauen, die die Amselkriterien oder den Nugent-Score erfullen
und damit unter BV leiden, berichten von den typischen klinischen Zeichen der BV. Die
Pravalenz der sogenannten asymptomatischen Verlaufe wird mit grolRen Schwankungen
von 8,6% bis 84% angegeben (14, 19, 20). Die Kohortenstudie von Koumans et al., die
eine Pravalenz von 84% der asymptomatischen BV Verlaufe fand, wurde in einem
Review, das die weltweite Epidemiologie der BV untersucht, als die einzige Arbeit
bewertet, die die untersuchte Bevolkerung reprasentativ darstellt (11). Somit kann von
einer tendenziell hoheren Rate an asymptomatischen BV Verlaufen ausgegangen

werden.

Die klassischen Entzindungszeichen nach Celsus und Galen, wie Rotung, Schwellung,
Schmerzen, Uberwarmung und die eingeschrankte Funktion, liegen bei der BV nicht vor
(21).

Als Abgrenzung zu den typischen Infektionserkrankungen der Vagina ware die
Soorkolpitis mit weil3 brockeligem, neutral riechendem Fluor und Pruritus, die
Trichomonadeninfektion mit schaumig granlichem Fluor und punktformigen Rétungen der
Vaginalhaut, als auch die unspezifische Kolpitis, die durch einen eitrigen Fluor
charakterisiert ist, zu nennen (22). Eine Ubersicht dieser Differentialdiagnosen ist in

Tabelle 4 zu sehen.

16



1. EINLEITUNG

Bakterielle Vaginose

Trichomoniasis

Candidamykose

Atiologie Dysbiose sexuell Ubertragen | kompromittiertes
Immunsystem
Mikrobiologie G. vaginalis Parasit Candidaarten
Fluorfarbe graulich-weildlich grunlich weil}
Fluormenge viel viel variiert
Fluorkonsistenz dinn, homogen schaumig brockelig

Symptome Fischgeruch Juckreiz und Juckreiz und
Brennen Brennen
pH-Wert 245 245 <45
Spekulum- keine Inflammation der Erdbeer-Zervix Inflammation der
Untersuchung Mukosa Mukosa mdglich
Nativpraparat Schlusselzellen Trichomonas Leukozyten,
vaginalis, Pseudomyzelien
Leukozyten
KOH-Test positiv negativ Pseudomyzelien
Whiff-Test
1.5 Therapie

Zur Behandlung der BV gibt es mehrere Optionen, zwischen denen frei gewahlt werden
kann, da es bei allen zwar eine gute Kurzzeitheilung (24), aber nur eine schlechte lang
anhaltende Heilung gibt (21, 25, 26). Laut der deutschen AWMF S1-Leitlinie von 2013 ist
eine systemische oder lokale antibiotische Therapie moglich. Systemisch sollte das
hauptsachlich gramnegativ wirkende Metronidazol 2 x 500 mg pro Tag uber eine Dauer
von sieben Tagen gegeben werden. Alternativ gibt es eine orale Einmaldosis mit 2 g

Metronidazol. Clindamycin und Metronidazol kdnnen lokal Gber mehrere Tage appliziert
17
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werden (10). Dieses Regime entspricht der aktuellen deutschen S1-Leitlinie der BV der
Deutschen Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) (10) und geht auch

konform mit der Empfehlung des Centers of Disease Control and Prevention (CDC) (27).

1.6 Gardnerella vaginalis
1.6.1 Geschichte von Gardnerella vaginalis

Die BV ist eine Erkrankung oder ein Befund und wird seit circa 100 Jahren intensiv
erforscht. Gardner und Dukes waren die ersten, die bei Frauen mit typischen Symptomen
der BV ein Bakterium isolieren konnten, dem sie den Namen Haemophilus vaginalis
gaben. Sie haben zeigen kdnnen, dass bei an BV erkrankten Patientinnen in 92% der
Falle H. vaginalis nachweisbar war, dieses jedoch nicht bei Patientinnen ohne typische
BV Symptome gefunden werden kann (6). Gardner und Dukes waren fahig, mit einem,
aus heutiger Sicht ethisch sehr fragwurdigem Experiment, BV zu Ubertragen. Es gelang
jedoch nicht, mittels einer Reinkultur typische Symptome hervorzurufen. Nur durch
direktes Ubertragen von Vaginalsekret erkrankter Frauen auf gesunde Frauen konnten
BV Symptome induziert werden. Damit konnten die drei klassischen Koch’schen
Postulate: 1. Auffinden des Pathogens nur bei Erkrankten, 2. Isolation des Pathogens in
einer Kultur und 3. Ubertragung des Pathogens fiihrt zu Erkrankung einer vorher
gesunden Person, nicht erfullt werden. Bereits hier begann eine Orientierungslosigkeit
bezlglich der BV, die bis heute anhalt. Im Jahr 1969 konnte Criswell et al. zeigen, dass
eine Ubernacht-Bakterienkultur die BV bei Frauen hervorrufen kann (28). Nun schienen
die Koch’schen Postulate erfullt. Allerdings wurde schon in den darauffolgenden Jahren
Uber eine G. vaginalis Positivrate von bis zu 40% bei gesunden Frauen berichtet (29).
Durch die Einfuhrung von sensitiveren molekularen Diagnostiktechniken wurde der Anteil

von G.-vaginalis-Funden bei gesunden Frauen von 70% (30) bis zu 97% (31) noch hoher.

Auch die Zuordnung des von Gardner und Dukes als H. vaginalis benannten Organismus
blieb lange Zeit strittig. Uber die Jahrzehnte kam es diesbeziiglich zu mehrfachen
Anderungen. 1963 haben Zinnemann und Turner et al. H. vaginalis der Gattung
Corynebacterium zugeordnet, da es keulen-artig aussieht und es in Corynebacterium
vaginalie umbenannt (32). 1979 haben Greenwood et al. aufgrund der Eigenschaften

dieses Bakteriums entschieden, dass der Genus Corynebacterium diesem Bakterium
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nicht gerecht wird und ein neuer Genus notwendig sei. Darum wurde der Genus
Gardnerella mit seinem einzigen Vertreter Gardnerella vaginalis implementiert (33, 34).
Mehrere Jahrzehnte spater konnte durch eine groRRe taxonomische Studie gezeigt
werden, dass G. vaginalis eine nahe Verwandtschaft mit der Familie der

Bifidobacteriaceae hat (35) und wurde dieser schlief3lich zugeordnet.

1.6.2 Gardnerella vaginalis Eigenschaften

Gardnerella vaginalis ist ein kleines, nicht motiles und nicht bekapseltes, fakultativ
anaerobes, pleomorphes, gram-variables Stabchen (36). Typischerweise ist es beim
Menschen im Urogenitaltrakt auffindbar. Das Bakterium ist bezuglich seiner
Anzuchtbedingungen sehr anspruchsvoll. Es wachst langsam bei 37°C und 10% CO2 auf
Blut-Agar und bildet kleine Kolonien mit Hamolysezonen (37). Das Bakterium wird in die
Familie der Bifidobacteriacae (35) eingeordnet, ist die einzige Art der Gattung

Gardnerella und bis jetzt beim Menschen und vielen Saugetieren gefunden worden (38).

Systematik
Domane Bakterien (Bacteria)
Abteilung Actinobacteria
Ordnung Bifidobacteriales
Familie Bifidobacteriaceae
Gattung Gardnerella
Art Gardnerella vaginalis
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1.6.3 Gardnerella vaginalis Pathogenitatsfaktoren

Gardnerella vaginalis verfugt Uber diverse Pathogenitatsfaktoren. Zum Beispiel existieren
bei Gardnerellen Mechanismen zur Zelladhasion, sogenannte Fimbrien, die das Anhaften
an vaginale Zellen ermoglichen (36, 39). Das porenbildende Exotoxin Vaginolysin ist ein
Cholesterol-abhangiges Zytolysin, das die Endothelzellen der Vagina lysiert (40-42).
Daruber hinaus sind Sialidase A und Prolidase, die von Gardnerellen produziert werden
konnen, vermutlich wichtige Faktoren fur die Zerstérung von Muzin (43). Bakterielle
Vaginose auslosende Gardnerellen besitzen alle drei Virulenzfaktoren: Die
Adharenzfahigkeit, das Potential zur Biofilmbildung und die Zytotoxizitat. Typische BV
assoziierte Bakterien (u.a. Atopobium, Prevotella, Mobiluncus) und nicht BV auslosende
Gardnerella Stamme besitzen diese Faktoren, wenn Uberhaupt, weniger stark
ausgepragt. Damit haben Gardnerellen das grofte Potential, eine Schlusselrolle in der
BV zu spielen (42, 44, 45). Die genannten Eigenschaften sind der Biofilmbildung dienlich
und konnten eine Erklarung fur den Gardnerellen dominierten Biofilm mit bis zu 70-90%
sein (16).

1.7 Die bakterielle Vaginose und negative gesundheitliche Auswirkungen

Negative gesundheitliche Folgen wurden vielfach mit der BV in Verbindung gebracht. Bei
den betroffenen Frauen wurden Erkrankungen des oberen Genitaltrakts mit der BV
assoziiert. Zum Beispiel konnte nach operativen Eingriffen in diesem Gebiet ein erhdohtes
Risiko fur Infektionen gezeigt werden (46-48). AulRerdem zeigt sich ein Zusammenhang
zwischen der BV und der Pelvic inflammatory disease (PID) (49, 50). Sexuell
Ubertragbare Krankheiten (STD) werden leichter akquiriert bei bestehender BV. Eine
erhohte Suszeptibilitat besteht fur das Herpes simplex-Virus Typ 2 (HSV 2) (51),
Trichomonas vaginalis (52), Neisseria gonorrhoeae (52, 53), Chlamydia trachomatis (52,
53), das humane Immundefizienz-Virus (HIV) (54, 55) und die humanen Papillomaviren
(HPV) (56). Auch im Rahmen von Schwangerschaften sind Komplikationen wie
Frahgeburtlichkeit, Fehlgeburten und maternale Infektionen berichtet worden (57, 58).
Ebenso konnte fur asymptomatische Verlaufe der BV durch eine Meta-Analyse gezeigt
werden, dass sich das Risiko der Fruhgeburtlichkeit verdoppelt (58). Normalerweise
gehoren zu einer Erkrankung Symptome, die von Patienten empfunden werden kdnnen.
Der Hauptteil der Patientinnen, die an BV erkrankt sind, haben jedoch einen
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asymptomatischen Verlauf. Trotzdem gibt es Belege fur negative gesundheitliche
Auswirkungen, die insbesondere die Reproduktion und Schwangerschaft betreffen. Also
selbst beim asymptomatischen Verlauf ist eine Behandlung notwendig, da mit negativen

Folgen zu rechnen ist (58).

1.8 Gardnerella vaginalis Biotypen, Genotypen und Kladen

Um die Ambivalenz zwischen G. vaginalis und BV zu klaren, wurden diverse Biotypen

und Genotypen von den Gardnerellen bestimmt.

1.8.1 Biotypen

Ein Biotyp beschreibt einen Erreger innerhalb einer Art, der durch konstante
morphologische, biologische oder serologische Eigenschaften charakterisiert ist. Die
Merkmale sind differenzierbar, reichen jedoch nicht fur eine taxonomische Abtrennung.
Die erste Unterteilung in Biotypen, die das Bakterium G. vaginalis betraf, wurde von Piot
et al. 1984 durchgefuhrt. Durch enzymatische Reaktionen wurde ermittelt, ob bestimmte
Enzyme vorhanden sind oder nicht (69). Dabei ergaben sich acht verschiedene Biotypen.
Die Diversitat stieg durch weitere Untersuchungen auf 17 (60) und bis hin zu 33 (61)
verschiedenen Biotypen. Trotz Hinweisen, dass bestimmte Biotypen eher BV hervorrufen
konnen (60, 62, 63) und Gardnerella Stamme, die von an BV erkrankten Patientinnen
isoliert worden sind (45) tendenziell starker ausgepragte Virulenzfaktoren besitzen, ergab

diese Art der Klassifikation bis heute keine klinische Relevanz.

1.8.2 Genotypen

Verschiedene molekulare Techniken haben uber Jahrzehnte zur Identifizierung von
diversen Genotypen gefuhrt (64-68). Die gefundenen Genotypen konnten nicht sicher mit
der BV korreliert werden (64, 65). Selbst in Kombination mit der Biotypisierung konnte
nicht eindeutig dargestellt werden, welche Gardnerellen Stamme eine BV hervorrufen
(67).
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Eine Arbeit, die neue Turen geoffnet hat, ist die von Ahmed et al.. In dieser wurden 17 G.
vaginalis Isolate mit vergleichender Genomanalyse untersucht. Vier Kladen konnten
dabei unterschieden werden (69). Eine Klade ist dabei eine geschlossene
Abstammungsgemeinschaft, also eine Gruppe, die nur Arten enthalt, die auf eine
Stammart zurtuckzufuhren sind (70). Synonyme fur den Begriff Kladen sind
monophyletische Gruppe, Monophylum und monophyletisches Taxon. Alle Mitglieder der
Klade haben einen gemeinsamen Vorfahren, von diesem stammen alle Nachfahren ab
(siehe Abbildung 1).

Da zwischen den verschiedenen Kladen kaum horizontaler Gentransfer nachweisbar
war, zog die Arbeitsgruppe den Schluss, dass es sich nicht um monophylogenetische
Gruppen, sondern vielmehr um vier individuelle Spezies handelt (69). Schon fruhere
Arbeiten stellten die Hypothese auf, dass es sich bei den entdeckten Genotypen um
verschiedene Spezies handelt (64, 67). Da die Autoren der Arbeit dennoch an dem Begriff
der Kladen festgehalten haben, wird in der hier vorliegenden Arbeit auch von den Kladen

1 - 4 nach Ahmed et al. (69) gesprochen.

Alle gelb farbigen Vierecke stellen jeweils eine monophylogenetische Gruppe, eine
sogenannte Klade dar. Die blau unterlegte Flache stellt hingegen keine Klade da, da

diese nicht einer Stammart entspringt und alle ihre Nachkommen umfasst (70).
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1.9 Die Rolle von Gardnerella vaginalis bei der bakteriellen Vaginose

Trotz seit Jahrzehnten bestehender, intensiver Forschung ist die Atiologie der BV nicht
geklart (71). Von Interesse ist, welche Aufgabe G. vaginalis bei der Biofilmbildung genau
ubernimmt und insbesondere, ob Gardnerellen das einzige notwendige pathogene Agens
ist, um einen Biofilm zu initiieren und zu unterhalten. Trotz der vielen Arbeiten zur Bio-
und Genotypisierung kam es bis jetzt zu keiner klaren, konstant reproduzierbaren und

klinisch relevanten Subtypisierung der Gardnerellen.

Morphologisch konnte Swidsinski et al. in vivo Gardnerellen mit zwei verschiedenen
Wachstumsverhalten finden. Es wurde ein planktonisches und ein kohasives und damit
Biofilm-formendes Muster (72) identifiziert. Auch die morphologisch in vivo dargestellte
massive quantitative Rolle die G. vaginalis im Biofilm (16) ist ein Beweis fur die Rolle als

Pathogen und nicht als Kommensale.

Gardnerella vaginalis und seine Rolle in der Pathophysiologie der BV war und ist bis
heute ein kontrovers diskutiertes Thema. Dies liegt zum einen daran, dass G. vaginalis
und die BV sich nicht wie ein Pathogen zu seiner hervorgerufenen Infektionskrankheit
zueinander verhalten, sondern es sich vielmehr um ein komplexes Zusammenspiel von
multiplen Faktoren handelt (6, 28, 31). Genau diese Widerspruchlichkeit zwischen dem
Bakterium G. vaginalis und dessen Einfluss auf Gesundheit und Krankheit fuhrt zu der
bereits diskutierten Unsicherheit, welche sich z.B. in der fehlenden einheitlichen
Definition der BV und der regelmaflig aufkommenden Grundsatzfrage, ob die BV

uberhaupt eine Erkrankung ist, zeigt (5, 9).

Viele Argumente sprechen dafur, dass Gardnerellen eine, wenn nicht gar die Hauptrolle
in der Pathogenese spielen. Einen eindeutigen Zusammenhang zwischen der BV und G.
vaginalis konnte Swidsinski et al. darstellten. Es wurde anhand vaginaler Biopsien und
FISH-Analyse gezeigt, dass in der normalen vaginalen Flora Laktobazillen nicht als
dichter Rasen, sondern nur vereinzelt auf der vaginalen Schleimhaut zu finden sind. Bei
an BV erkrankten Patientinnen zeigte sich ein dichter Biofilm, dessen Hauptkomponente
G. vaginalis war. Gardnerellen sind die einzigen Bakterien, die immer in BV-Biofilmen
vorhanden sind (3, 8, 16, 73). Das deutet auf eine entscheidende Rolle von Gardnerellen

in der Pathophysiologie der BV hin.

23



1. EINLEITUNG

1.10 Die drei Modelle der bakteriellen Vaginose

Es gibt drei Modelle, die versuchen die Atiologie der BV zu erklaren. Diese wurden

kirzlich in einem Review gegenubergestellt (74).

Zum einen besteht das Modell der Laktobazillen-Depletion. Hier wird von einem Verlust
an H202 produzierenden Laktobazillen ausgegangen. Dies fuhrt zu einem pH-Anstieg,
welcher nun von BV assoziierten Bakterien genutzt wird, um sich intensiv zu
reproduzieren. Das Vaginalepithel wird somit von Anaerobiern Uberwuchert und es
kommt zur BV (75).

Die anderen zwei Modelle, das Primary Pathogen Model und das Polymicrobial Pathogen
Model, gehen davon aus, dass es eine Gardnerella Exposition der betroffenen Frau durch
ungeschutzten Geschlechtsverkehr gab (73, 74, 76). Obwohl die BV laut CDC offiziell
keine STD ist, ist dies eine berechtigte Hypothese, da es viele Hinweise gibt, dass es
sich um eine STD handelt (65, 72, 77, 78). Nach der Exposition kommt es im Anschluss
zu einer Verdrangung der Laktobazillen und Formation eines Biofilms. Bei dem ersten
Modell wird G. vaginalis als der Initiator der BV angesehen, da das Pathogen alle noétigen
Eigenschaften hat, um BV auszulosen (42). Bei dem Polymicrobial Pathogen Model, ist
nicht ein Pathogen, sondern das Zusammenspiel von mehreren BV assoziierten

Bakterien notwendig, um BV zu auszulésen (8, 16, 76, 79).
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2. HERLEITUNG DER AUFGABENSTELLUNG

Seit vielen Jahrzehnten sind diverse Fragen bezuglich der BV und der Rolle von G.
vaginalis nicht abschliefend geklart. Eigenschaften die notwendig sind, um BV
hervorzurufen, besitzt dieses Bakterium in einer starkeren Auspragung als andere
Bakterien, die bei BV typischerweise zu finden sind (42, 73, 80). Dadurch wird die
Biofilmbildung ermoglicht. Auch bei der in vivo gefundenen Biofilmstruktur bei Frauen mit
BV konnte gezeigt werden, dass G. vaginalis eine Hauptrolle spielt (8, 72, 76). Die
bisherige Einteilung von Gardnerellen in eher pathogene und eher nicht pathogene
Untergruppen hat keine zufriedenstellenden Ergebnisse geliefert, die erklaren konnen,
warum bei vielen gesunden Frauen Gardnerellen in geringer Konzentration mittels PCR

gefunden worden sind, diese jedoch keine Symptome hervorrufen.

Auf der Basis der Arbeit von Ahmed et al. (69), konnten durch kladenspezifische
Gensequenzen FISH-Sonden entwickelt werden. Einige Arbeiten haben mittels PCR bei
vaginalen Abstrichen die erwahnten Kladen, in der Regel an hauptsachlich gesunden
Frauen, untersucht (31, 81-83). Bis jetzt wurden die einzelnen Kladen noch nie in ihrer

Morphologie und ihren raumlichen Verhaltnissen zueinander untersucht.

In der hier vorliegenden Arbeit werden die neu entwickelten FISH-Sonden zum ersten
Mal beschrieben und die Ergebnisse der Analyse primarer Bakterienkulturen von an BV

erkrankten Frauen besprochen.

Ziel ist es, die vier Kladen nach Ahmed et al. (69) mittels FISH bei Frauen mit BV zu
untersuchen. Dies ermdglicht die Untersuchung der Verteilung der Kladen und er6ffnet
die Moglichkeit der Analyse des Wachstumsverhaltens von Gardnerellen bei Frauen mit
BV. Damit kann auch festgestellt werden, ob primare Bakterienkulturen eine gute
Alternative fur zukunftige Untersuchungen sind, da es bis heute keine adaquaten in vitro
Modelle gibt.
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3.1 Proben

Es wurden 51 Agar-Platten von primaren Bakterienkulturen, welche im Zeitraum vom
07.01.2016 - 03.02.2016 gesammelt wurden, untersucht. Alle Proben entstammen dem
Labor Berlin. Bei den untersuchten Proben handelt es sich um 25 Zervix- und 26
Vaginalabstriche von Frauen mit BV und positivem G. vaginalis Befund. Wurden
mindestens drei der vier Amsel-Kriterien erfullt, wurde die Diagnose BV gestellt und ein

Abstrich fur die mikrobiologische Untersuchung genommen. Es liegt ein Ethikvotum vor.

3.2 Verblindung

Den Proben wurde nach ihrem Eingang eine fortlaufende funfstellige Labornummer
zugewiesen und in die zum Labor zugehorige, anonymisierte, separate Datenbank
aufgenommen. Diese Nummer erlaubt keinen Ruckschluss auf patientenbezogene
Daten. Eine Entblindung wurde nach der Datenauswertung nicht durchgefihrt, da sie fur

die wissenschaftliche Fragestellung nicht erforderlich ist.

3.3 Probenpraparation

Untersucht wurden primare Bakterienkulturen von Agar-Platten. Nach zweitagiger
Anzucht unter anaeroben Bedingungen wurde mittels einer Impfschlinge durch das
dickste Wachstum einer nicht ausgesuchten Kolonie gestrichen. Anschliel3end wurde die
Schlinge in ein mit 100 pl 0,9% Natriumchlorid-Losung (NaCl) befllltes 2 ml Eppendorf-
Rohrchen getaucht und in der Flussigkeit mehrfach gedreht, um moglichst viele Bakterien
von der Impfschlinge in die Flussigkeit zu transportieren. AnschlieRend wurden auf 1500
pl mit Carnoy-Losung (Ethanol/Essigsaure/Chloroform; 6/6/1) die Proben damit fixiert und
1 Stunde stehengelassen. Um die festen Bestandteile zu trennen, wurden die Proben flr
3 min bei 6000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und anschlielend auf 250ul mit Carnoy-Losung aufgefullt. Das fixierte Material wurde in

Eppendorf Réhrchen belassen und bei 8°C gekuhlt gelagert.
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3.4 Hybridisierung-Prozess
3.4.1 Vorbereitung der Hybridisierung

Um ein Zerlaufen der Probenflussigkeit zu verhindern, wurden auf SuperFrost-
Objekttrager Plus (Langenbrinck, Emmendingen) mittels PAP-Pen (Kisker-Biotech,
Steinfurt) zwei 10mm x 10mm groRe Felder markiert. Die Inhaltsstoffe des PAP-Pens
sind temperaturstabil, verursachen kaum Autofluoreszenz und reagieren nicht mit den im
Hybridisierungsprozess verwendeten Chemikalien (84). In das Markierungsfeld wurden
5 ul Carnoy-Probenflussigkeit in jedes Feld gegeben. Vor dem Auftragen wurde mit einem
Vortex-Gerat (Labinco, Breden, Niederlande) die Probe durchmischt, damit eine
annahernd gleichmallige Verteilung des Probenmaterials entsteht und &hnliche
Verteilungen bei unterschiedlichen Sonden erreicht werden konnten. Anschlie3end
wurden die mit Probenflissigkeit versehenen Objekttrager 30 min bei 50°C im
Universalwarmeschrank (Memmert, Schwabach) gelagert. So trocknet die
Probenflissigkeit, die festen Inhalte haften besser am Objekttrager und gehen bei der
weiteren Verarbeitung nicht verloren. Fur jede Sonde wurde je Probe ein Feld angelegt.
Zur Vereinfachung des Arbeitsprozesses und Fehlerminimierung wurde in einem
Hybridisierungsvorgang eine Oligonukletidsonden-Farbekombination fur alle Proben

verwendet.

3.4.2 Oligonukleotidsonden

Die verwendeten Oligonukleotidsonden markieren die ribosomale Ribonukleinsaure
(rRNA). Sie sind komplementar zu spezifischen rRNA-Abschnitten, binden an diese und
machen sie, uUber einen an sie gekoppelten Farbstoff, unter einem Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

Ahmed et al. (69) waren in der Lage, vier verschiedene Kladen des Bakteriums G.
vaginalis durch vergleichende Genanalysen von 17 G. vaginalis Isolaten zu bestimmen.
Basierend darauf wurden kladenspezifische FISH-Sonden von Guschin et al. entwickelt.
Die Sonde G-la ist dabei komplementar zu 16S-rRNA, die verbleibenden Sonden G-I, G-
I, G-IINV, G-llla, G-IVa und G-IVb markieren 23S-rRNA. Die Zugehdarigkeit von Sonden
und Kladen ist in der Abbildung 2 enthalten. Es wurde jeweils eine unspezifische, alle G.

vaginalis anfarbende Sonde und eine kladenspezifische Sonde kombiniert. In Abbildung
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3 ist das raumliche Verhaltnis der Sonden zueinander auf dem Genom dargestellt. Fur
jede Probe wurde eine Gegenfarbung mit 4', 6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
durchgefuhrt, da diese Desoxyribonukleinsaure (DNA) und RNA farbt. Die verwendeten

Gardnerella Sonden mit der entsprechenden Gensequenz sind in Tabelle 6 gezeigt.

G-l
Klade 1 <
G-la
Klade 2 —— G-Il
_ G-llla
Klade 3
> G-IV
G-IVa
Klade 4 <
G-IVb

Das Bild zeigt die Zugehorigkeit zwischen Sonden und Kladen. Bis auf Klade 2 wird
jede Klade durch mindestens zwei Sonden reprasentiert. Sonde G-IlI/IV ist die einzige

multi-Kladen Sonde, die sowohl Klade 3 und 4 markiert.
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165 rRNA
G-la
| bed |
235 rRNA
G-llla G-l
=t G-l
[ J
o ;
G-lVa G-IVb L

Hier dargestellt sind die Zielsequenzen der neuen Oligonukleotidsonden im raumlichen
Verhaltnis zueinander. Anhand dieser Abbildung wird deutlich, dass besonders fur die

Sonden G-I, G-Il, G-IlII/1V ein erhdhtes Risiko fur Kreuzreaktionen vorhanden ist.

Um einen Uberblick zu erhalten, welche Bakterien und Bakteriengruppen in den primaren
Bakterienkulturen vorkommen und trotz Gardnerellen spezifischen Bedingungen
wachsen, wurden Farbungen, die groRe Bakteriengruppen darstellen, gesucht.
Aulerdem sind diese Farbungen notwendig, um im Verlauf der Arbeit zu entscheiden,
mit welchen Sonden ein Test auf Kreuzreaktion mit den neuen Gardnerellen Sonden
moglich ist. Dieser Test ist nur dann sinnvoll, wenn das entsprechende Bakterienmaterial
in den Proben auch vorhanden ist. Die Auswahl der gesuchten Bakteriengruppen erfolgte
nach Erfahrungen aus vorangegangen Arbeiten von Swidsinski et al. (16). Eine Ubersicht
der verwendeten Sonden und die dazugehorige Zielsequenz, ist in den Tabellen 6 und 7

dargestellt.
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Sondenname | Ziel-Sequenz Referenz

GardV CCA CCG TTA CAC CGC GAA Swidsinski et al. (16)

G-l GCG GTATTT CACTGATCGACTC

G-la CAT GAA GCA ACCCGTTGTACT G

G-Il GCG GTATTTCACTTGTTGACTC

G-V GCG GTATTT CACCTG TCGACTC

G-llla CAA CCC CGA AAG GAA GCC AGC

G-IVa AGG CAA TCA ACC AGC AAATGA AG

G-IVb AGT CCC AAC ACA AAC CAG CCAAC

DAPI DNA- und RNA-beinhaltende Strukturen Kapuscinski et al. (85)
Tanious et al. (86)
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Name Ziel-Sequenz Referenz

Bif164 Bifidobacteriaceae, Bifidobacterium spp. Langendijk et al.
CAT CCG GCATTACCACCC (87)

Ato291 Atopobium cluster Harmsen et al.
GGT CGG TCT CTC AAC CC (88)

Cdif198 Clostridium difficile Fallani et al. (89)
TCC ATC CTG TAC TGG CTC ACC

Clit135 Clostridium lituseburense group including C. Franks et a./ (90)
difficile
GTT ATC CGT GTG TAC AGG G

Chris150 Clostridium histolyticum Franks et al. (90)
TTATGC GGT ATT AATCTYCCTTT

BAC303 most Bacteroidaceae Manz et al. (91)
CCAATGTGG GGG ACCTT

Erec482 Eubacterium rectale, Clostridium coccoides group | Franks et al. (90)
GCT TCT TAG TCARGT ACC G

Cor653 Coriobacterium group Franks et al. (90)
CCC TCC C(A/C) TACCGG ACCC

Lab158 Lactobacillus sp., Enterococcus sp. Hermie et al. (92)
GGT ATT AGC A(T/C)C TGTT TCC A

Rbro730 Clostridium sporosphaeroides, Ruminococcus Harmsen et al.
bromii, Clostridium leptum (93)
TAA AGC CCA GYA GGC CGC

Cf 319a most Flavobacteria, some Bacteroidetes Manz et al. (91)
TGG TCC GTG TCT CAG TAC

LGC354b Firmicutes Meier et al. (94)
CGG AAG ATT CCC TAC TGC
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Str450 all Streptococci Thurnheer et al.
TAG CCG TCC CTT TCT GGT (95)

Ebac1790 Enterobacteriaceae Bohnert et al.
CGT GTT TGC ACAGTG CTG (96)

3.4.3 Farbstoffe

Es wurde ein direkter Nachweis mittels FISH von RNA-Sequenzen durchgefihrt. Ein
direkter Nachweis bedeutet, dass die Farbstoffe an den Oligonukleotidsonden befestigt
sind. Zum einen wurden cyaninehaltige Farbstoffe Cy3 und Cy5 verwendet, sowie DAPI.
Die verwendeten Farbstoffe sind fluoreszierend, d.h. durch die Anregung mittels Licht,
generiert Uber das Mikroskop, werden die Farbstoffe zur spontanen Emission von Licht
gebracht. Die fluoreszierenden Molekule absorbieren bei Lichtexposition Photonen.
Dadurch werden Elektroden auf ein hoheres Energieniveau gebracht. Dieser Zustand ist
instabil. Durch Ruckkehr in das urspringliche Energieniveau wird Energie in Form von
Licht freigesetzt. Das absorbierte Licht ist dabei mit 20 nm - 50 nm kurzwelliger als das
emittierte Licht, die sogenannte Stokes-Verschiebung (97). Die verwendeten Farbstoffe
erscheinen bei Cy3 gelb, bei Cy5 infrarot und DAPI blau. Bis auf Cy5 sind die hier
verwendeten Farbstoffe mit dem blof3en Auge erkennbar. Cy5 ist mit seiner Emission von
650nm nicht fur das menschliche Auge wahrnehmbar. Hier wird mit Hilfe von Live-
Aufnahmen Uber einen an das Mikroskop gekoppelten Computer die Farbung sichtbar
gemacht.

Durch Verwendung verschiedener Oligonukleotidsonden, an denen jeweils ein anderer
Farbstoff gekoppelt ist, konnen unterschiedliche Sachverhalte gleichzeitig dargestellt
werden. In dieser Arbeit wird damit die Differenzierung zwischen allen Gardnerellen und
der jeweiligen Klade moglich. Eine Ubersicht der verwendeten Farbstoffe und ihren

physikalischen Eigenschaften ist in Tabelle 8 dargestellt.
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Farbstoff | Absorption in nm Emission in nm Farbe
Cy3 550 570 gelb
Cy5 650 670 infrarot
DAPI 377 447 hellblau

3.4.4 Hybridisierung

Die Zusammensetzung der Hybridisierungslosung ist in Tabelle 9 dargestellt. Zur
Vereinfachung des Arbeitsprozesses wurden immer 2 ml hergestellt und anschlie3end
die Menge der Losung an die Anzahl der Felder angepasst. Erst danach wurde
Sondenflussigkeit hinzugefugt. Es wurden 30 pl Hybridisierungslosung mit 0,3 pl
Sondenflussigkeit je markiertem Feld verwendet. Zur Vereinfachung wurde auf 16 pl
Sondenflussigkeit aufgerundet. Nach Fertigstellung der Hybridisierungslosung wurden
30 pl pro Feld aufgetragen und anschlie3end in einem feuchten, geschlossenen Behalter
bei 50°C fur 60 min in einem Hybridisierungsofen (MWG-Biotech, Ebersberg) inkubiert.
Danach wurden die Objekttrager mit Aqua dest. abgespult und getrocknet, bevor sie mit
20 pl DAPI je Feld fur 7 min eingefarbt wurden. Auch hier wurden die Proben im
Anschluss mit Aqua dest. gespult und getrocknet. Wahrend der Verwendung der Sonden

wurde darauf geachtet, dass abgedunkelte Arbeitsbedingungen bestanden.
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Menge Konzentration Stoff
360 pl 5M NaCl
40 pl 1M Tris-HCI
20 pl 100 % Formamid

1570 pl 100 % Aqua dest.
10 10 % SDS

3.5. Mikroskopaufbau und Funktionsweise

Bei der Fluoreszenzmikroskopie gibt es mehrere entscheidende Unterschiede zu den
gelaufigeren Durchlichtmikroskopen. Der fur das Verstandnis wichtigste Aspekt ist, dass
das am Ende gesehene Bild aus Fluoreszenzlicht besteht, welches im Praparat erst nach
dem Auftreffen des Anregungslichts entsteht. Das gesehene Bild ist also nicht, wie bei
der Durchlichtmikroskopie, vorhanden, sondern es entsteht erst nach Auftreffen von Licht
im Praparat. Da das Praparat Licht emittiert, ist es nicht wichtig, wo die Lichtquelle des
Fluoreszenzmikroskops liegt. Es ist aber essentiell, dass die vom Praparat ausgehende

Fluoreszenz durch Filter von dem Anregungslicht getrennt wird.

Die Funktionsweise ist wie folgt: Das Fluoreszenzmikroskop (Nikon, Tokio, Japan)
besteht aus einer Lichtquelle, einem Anregungsfilter, einem Sperrfilter, einem
strahlenteilenden (dichromatischen) Spiegel, einem Objektiv und einem Okular. In der
Lichtquelle entsteht Licht, dieses wird durch einen Anregungsfilter geleitet, der nur
bestimmte Wellenlangen durchlasst. Es wird nicht die Wellenlange des Fluoreszenz-
Farbstoffs durchgelassen. Das gefilterte Anregungslicht fallt nun auf einen
strahlenteilenden Spiegel dieser projiziert das Anregungslicht auf das Praparat. In diesem
Moment entsteht die Fluoreszenz des Praparates und somit das gewunschte Bild. Damit
nun die Fluoreszenz der verwendeten Sonden sichtbar wird, wird die vom Praparat
ausgehende, sich in alle Richtungen des Raumes ausbreitende Strahlung, also auch in
Richtung des strahlenteilenden Spiegels, von diesem gefiltert. Der strahlenteilende
Spiegel lasst nur das langerwellige Licht der zur Fluoreszenz angeregten Sonden durch.

Fir ein intensiveres Bild und um Ungenauigkeiten des Spiegels auszugleichen, gibt es
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einen Sperrfilter direkt vor dem Okular. Dieser filtert storende Fluoreszenzsignale heraus;

nur die gewlnschten Emissionen werden durchgelassen (98).

.

Anregungsfilter Lichtquelle

@ Nikon oom. cauen oxmizcos®

. ®

Okular —

i
sing oo

—
»

Sperrfilter

| 4
-

Strahlenteiler

Objektiv

Préiparat

Schematischer Aufbau eines FISH Mikroskops. Die Funktionsweise ist im Text

beschrieben.
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3.6 Analyse der Proben

Nach Hybridisierung wurden die Proben innerhalb von einer Woche mikroskopisch
analysiert. Auf jedem Objekttrager wurde vor der Analyse ein Tropfen Pufferlosung,
Zusammensetzung in Tabelle 10 sichtbar, gegeben. Darauf wurde ein Objekttrager-
Deckglas (Menzel-Glaser Glasbearbeitungswerk, Braunschweig) gelegt und zum

Abschluss einen Tropfen Immersionsdl 518 F (Carl Zeiss, Oberkochen) getropft.

Menge Konzentration Stoff

1 ml Tris 1™ Tris-HCL
1ml 5M NaCl
48ml 100 % Aqua dest.

3.6.1 Visuelle Analyse der Proben

Es gibt von Swidsinski et al. festgelegte Kriterien zur Identifikation von Bakterien mittels
FISH (99). Sie mussen typische Bakterienformen haben, in der DAPI Farbung darstellbar
sein, keine Kreuzreaktion mit anderen FISH-Sonden eingehen und von mindestens einer
anderen gruppen- oder speziesspezifischen Sonde anfarbbar sein (99). Da es sich um
die Analyse von primaren Bakterienkulturen handelt und nicht um Biopsien, ist die
quantitative Bestimmung der Bakterien nicht angebracht. Deshalb wurde zuerst mit der
DAPI-Farbung nach Bakterienansammlungen gesucht (siehe Abbildung §5).
Anschlieliend wurde mit der Cy3 Farbung nach den Bakterien der spezifischen Sonde
gesucht und im Anschluss mit der Cy5 Farbung verglichen. Es wurde das Verhaltnis des
positiven Anteils der spezifischen Sonde zur Gesamtflache des Bakterienkonglomerates
in Prozent geschatzt. Dieses Prozedere wurde an mehreren Stellen eines Objekttragers
durchgefuhrt, dann die reprasentativste Prozentzahl ermittelt und in den Gruppen 0 bis 5
zugeordnet. Die Ergebnisse wurden anschliellend, wie in Tabelle 11 dargestellt,
Ubersetzt. Beispielbilder und ihre entsprechende Ubersetzung sind in Abbildung 6

dargestellt. Die Ermittlung der absoluten Quantitat ist nicht sinnvoll, da sie lediglich die
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Reaktion auf die Wachstumsbedingungen darstellt. Sich unter dem Mikroskop klar

darstellende Bakterien wurden ab der Gruppe 1 als positiv gewertet.

Vorgehensweise bei der visuellen Probenanalyse. Zuerst wurde in der DAPI-Farbung
mittels der 10-fachen Vergrofierung nach Bakterienkonglomeraten gesucht. Wurde eine
entsprechende gefunden (a), wurde auf eine 40-fache VergroRerung umgstellt (b). Um

nun, wie in diesem Fall die G-I Farbung in Cy3 zu sehen, wurde der Filter gewechselt
(c). Die abgebildete Bakterienansammlung wurde auf 5% geschatzt. Die Belichtung des

Bildes (c) wurde mit dem Programm Keynote erhoht.
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Prozent Ubersetzung bzw.
Gruppe
0 0
1-10 +
11-30 ++
31-50 +++
51-80 ++++
81-100 +++++

Zur besseren Darstellbarkeit wurden die Belichtung der Bilder erhoht im Programm

Keynote.
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Dargestellt ist eine Gard662-Farbung in Cy5. Deutlich wird hier die Problematik der

Fotodokumentation. Da es sich um Bakterienkonglomerate handelt und nicht um 3 pm
Paraffinschnitte, ist es nicht moglich, bei dickeren Bakterienanhaufungen eine
gleichmalige Fokussierung zu erhalten. Da diese nicht in einer Ebene sondern
ubereinander liegen, ist ein Fokussieren fur ein Foto nur in Teilabschnitten moglich, wie
in dieser Abbildung nur in der blauen Box. Aul3erhalb dieser stellen sich die Bakterien
als unscharf dar. Wahrend der Analyse am Mikroskop wurden diese Konglomerate
durch Fokussierung der verschiedenen Ebenen analysiert. Die Belichtung des Bildes

wurde mit dem Programm Keynote erhoht zur besseren Darstellbarkeit.
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Auf der linken und rechten Seite ist jeweils dieselbe Bakterienanhaufung dargestellt.
Das rot umrandete und mit einem Pfeil markierte Areal ist fokussiert. Durch Einstellung
der Tiefenscharfe am Mikroskop konnen verschiedene Ebenen dargestellt werden.
Diese Durch-Fokussierung wurde, wenn notig, immer durchgefuhrt. Die Dicke der
Bakterienkonglomerate tragt dazu bei, dass sehr gute Fotoergebnisse schwierig zu

erzielen waren, da die Fokussierung nur auf einer Ebene technisch moglich ist.
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Beispielfoto fur einzelne Bakterien. Hier sind zwei einzelne Laktobazillen dargestellt.
Die Belichtung des Bildes wurde mit dem Programm Keynote erhdht zur besseren

Darstellbarkeit.
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Zu sehen ist eine Abbildung in 400-facher VergroRerung, in dem die Cy3 und Cy5
Farbungen Uberlagernd fotografisch aufgenommen worden sind. Auffallig ist die
ubiquitare orange Farbung. Es gibt jedoch Bakterien, die hauptsachlich rot gefarbt sind
(grine Pfeile). Dies sind Gardnerellen, die nicht der Klade 2 zugehoéren. Dieses Foto
stellt demnach multiple Kladen in einer Probe dar. Die blauen Kasten stellen Bereiche
dar, die in der Fotodokumentation nicht scharf fokussiert dargestellt werden kdnnen,

weil die Bakterienansammlungen zu dick sind.
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Hier in der 1000-fachen VergroRerung deutlich zu sehen sind Gardnerellen der Klade 3
in Orange dargestellt, da Sonden mit gelblichem und rotem Farbstoff mit rRNA reagiert
haben. Gleichzeitig gibt es vereinzelte Bakterien in Rot, deutlich gemacht durch die
grunen Pfeile. Daraus kann geschlossen werden, dass es in dieser Probe auch
Gardnerellen aus anderen Kladen gibt, die nicht von G-Il angefarbt wurden, jedoch von
der Gard662 in Cy5. Die Belichtung des Bildes wurde mit dem Programm Keynote

erhoht zur besseren Darstellbarkeit.
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3.7 Ausschluss von Kreuzreaktionen

Da es sich um neu entwickelte Sonden handelt, gibt es die Wahrscheinlichkeit der
Kreuzreaktion mit Bakterienspezies und Bakteriengruppen, die nicht erwinscht ist. Um
zwischen gewulnschter Reaktion mit der jeweiligen Gen-Sequenz und einer
Kreuzreaktion zu differenzieren, wurde eine Hybridisierung mit den Sonden G-la, G-llI-
IV, G-llla, und G-IVa in Cy3 mit den Sonden Str405, Ato291, BAC303 und LAB158 in Cy5
oder Clit135, LGC254b und Cf319a in Cy5 als Gegenfarbung durchgefuhrt. Da G-I, G-I
und G-IIl/IV auf dem gleichen Gen liegen, wurde exemplarisch die Sonde G-Ill/IV als
Test-Sonde gewahlt. Dasselbe gilt fur die Sonden G-IVa und G-IVb. Auch diese liegen
auf dem gleichen Gen, deshalb wurde die Sonde G-lIVa als Testsonde ausgesucht. Mit
den fur die Cy5 Farbung gewahlten Sonden wurden die wichtigsten grof3en
Bakteriengruppen abgedeckt. Um Materialvolumen zu sparen, wurden jeweils in der
chronologischen Labornummer-Reihenfolge zehn Proben zusammengemischt und somit

das Material auf funf zu untersuchende Proben gepoolt.
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3.8 Materialien und Gerate

Gerate Typ Bezugsfirma
Fluoreszenzmikroskop | Eclipse 80i Nikon, Tokio, J
Hg-Hochdrucklampe C-SHG1 Nikon, Tokio, J
Hybridisierungsofen Hybaid Mini Oven MWG-Biotech,

Ebersberg
Kamera DXM 1200F Nikon, Tokio, J
Universalwarmeschrank | ULE400 Memmert, Schwabach

Vortexgerat Labinco L24 Vortex Labinco, Breden, NL
Pipette Eppendorf Research Eppendorf AG,
Pipette 100-1000 Hamburg
Pipette Eppendorf Research 20- Eppendorf AG,
200 Hamburg
Pipette Finnipette 5-50 Thermo Fischer
Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Kahlschrank Liebherr, Bulle, S
Kahltruhe Liebherr, Bulle, S
Zentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg
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Verbrauchsmaterialien

Bezugsfirma

2 ml Rohrchen

Eppendorf, Hamburg

50 ml Réhrchen

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

USA Sarstedt, NUmbrecht

200 pl Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

1000 pl Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

Immersionsol 518F

Carl Zeiss, Oberkochen

PAP-Stift

Kisker-Biotech, Steinfurt

SuperFrost plus Objekttrager

Langenbrinck, Emmendingen

0,1-20 Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Deckglaser 21x26 mm

Menzel-Glaser
Glasbearbeitungswerk,

Braunschweig

Impfschlinge

Sarstedt, NUmbrecht
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Reagenzien

Bezugsfirma

Bidestilliertes Wasser

Charité, Berlin

Chloroform

PanReac AppliChem,
USA

Missouri,

DAB9 DAPI, min. 98 %

Carl Roth, Karlsruhe

Essigsaure 100 %, Rotipuran

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol, 96 %, EMSURE

Merck, Darmstadt

Formamid

Merck, Darmstadt

NaCl

Merck, Darmstadt

SDS ultra pure 10%

Carl Roth, Karlsruhe

TRIS

Merck, Darmstadt
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Oligonukleotidsonden Bezugsfirma

G-l BioTeZ, Berlin-Buch
G-la BioTeZ, Berlin-Buch
G-l BioTeZ, Berlin-Buch
G-lllNnv BioTeZ, Berlin-Buch
G-llla BioTeZ, Berlin-Buch
G-IVa BioTeZ, Berlin-Buch
G-IVb BioTeZ, Berlin-Buch
GARD 662 BioTeZ, Berlin-Buch
DAPI BioTeZ, Berlin-Buch
Bif164 BioTeZ, Berlin-Buch
Ato291 BioTeZ, Berlin-Buch
Clit135 BioTeZ, Berlin-Buch
Cdif198 BioTeZ, Berlin-Buch
Chris150 BioTeZ, Berlin-Buch
Rbro730 BioTeZ, Berlin-Buch
BAC303 BioTeZ, Berlin-Buch
Erec482 BioTeZ, Berlin-Buch
Cor653 BioTeZ, Berlin-Buch
Lab158 BioTeZ, Berlin-Buch
LGC354b BioTeZ, Berlin-Buch
Str405 BioTeZ, Berlin-Buch
Ebac1790 BioTeZ, Berlin-Buch
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Software Bezugsfirma
Inkscape Open-Source Projekt, sourceforge
MiKTeX C. Schenk, Berlin

Mikroskopie Fotosoftware ACT-1

Nikon, Tokio, Japan

MS Excel 2003

Microsoft, Redmond, USA

MS Access 2003

Microsoft, Redmond, USA

TeXnicCenter

S. Wiegand, T. Weinkauf, Saarbricken

Keynote

Apple, Cupertino, Kalifornien, USA
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4. ERGEBNISSE

4.1 Einfuhrung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Analyse von insgesamt n = 51 Proben, davon
n = 26 Vaginalabstriche und n= 25 Zervixabstriche von pramenopausalen Frauen,
dargestellt.

Die n = 26 Vaginal- und n = 25 Zervixabstriche wurden mit der alle Gardnerellen
markierenden Sonde GARDG662 mit jeweils einer der kladenspezifischen Sonde G-I -
GIVb kombiniert. Eine Probe der Vaginalabstriche musste herausgenommen werden, da
sich wahrend der Analyse unter dem Mikroskop herausstellte, dass sich zu wenig
Material in der Bakterien-Carnoy-Probenflissigkeit befand.

Alle anderen Ergebnisse, insgesamt n = 50, wurden ausgewertet. Die unter dem
Mikroskop sich als flau darstellenden Ergebnisse und die Resultate, die als Einzelne
klassifiziert worden sind, wurden nicht gewertet. Das Prozedere ist im Flow-Chart in
Abbildung 10 dargestellt.

n = 26 Vaginalabstriche n = 25 Zervixabstriche

| |

n = 51 primare Bakterienkulturen

n =51 Proben wurden verarbeitet und
mikroskopisch analysiert

n = 1 Probe aussortiert wegen zu wenig
Material

n = 50 ausgewertete Proben
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4.2 Gardnerella vaginalis-Sonden

Die haufigsten positiven G. vaginalis Subtypen-spezifischen Sonden sind G-Ill/IV mit n =
44 (88%) und G-I mit n = 43 (86%). Bis auf die Sonden von G-IVa und G-llla, folgen die
restlichen Sonden in der Haufigkeit von G-Il mit n = 41 (82%), G-IVb mit n = 41 (82%)
und G-la mit n = 37 (74%) in relativ geringen Abstéanden. Eine Ubersicht der Ergebnisse

der spezifischen Sonden ist in Tabelle 17 zu sehen.

Sonde Anzahl der positiven Ergebnisse (%)

G-V n =44 (88)
G-l n =43 (86)
G-Il n =41 (82)
G-IVb n =41 (82)
G-la n =37 (74)
G-IVa n =26 (52)
G-llla n=7(14)

4.3 Ergebnisse der Sonden

Im Folgenden wird auf die Resultate der einzelnen Sonden eingegangen. Ein Fokus wird
hier auf die Beschreibung der negativen Resultate gelegt, da diese zur Einschatzung der
Ergebnisse essentiell sind. Hier muss auf die Gegenfarbung geachtet werden, da diese
sicherstellt, ob G. vaginalis-RNA Uberhaupt in der Probe vorhanden war. Ist auch die
Gegenfarbung negativ, ist nicht davon auszugehen. Das unter dem Mikroskop gesehene

Resultat muss daher entsprechend kritisch bewertet werden.
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4.3.1 Gard662

Es wurde eine Farbung der Sonde Gard662 in Cy3 durchgeflhrt um sicherzustellen, dass
in allen Carnoy-Bakterienmischungen sich ausreichend G. vaginalis befinden. Um
mogliche Interaktionen zu vermeiden, wurde keine Gegenfarbung durchgefuhrt. Dartber
hinaus bietet die Cy3 Farbung eine hohere Lichtstabilitat und lasst ein langeres Suchen
nach positiven Ergebnissen zu. In 90% (n = 45) der Falle lag ein klar positives Ergebnis
vor. In insgesamt n = 3 (6%) der Proben zeigte sich eine geringe Anzahl von Gard662
positiven Bakterien, doch mit einem sehr klaren visuellen Ergebnis. Zwei Proben wurden
als flau und damit als negativ eingeordnet. Beide Proben hatten jedoch in den Kladen-

spezifischen Sonden und in der jeweiligen Gegenfarbung positive Resultate.

4.3.2 G-l

Bei der G-I Farbung sind 86% (n = 43) der Proben positiv getestet worden. Indenn =7
Fallen, die ein negatives Resultat ergaben, war in n = 2 die Gard662 Gegenfarbung
positiv, in den restlichen Fallen (n = 6) wurden flaue oder negative Ergebnisse gesehen.
Diese sind somit als negativ bewertet worden, da vermutlich kein Gardnerellen Material

auf dem Objekttrager vorhanden war.

4.3.3 G-la

Eine relativ hohe Anzahl an negativen Proben ist fur die Sonde G-la mit n = 13 negativen
Resultaten zu verzeichnen. Davon haben in n = 6 Gegenfarbungen kein positives

Ergebnis.

4.3.4 G-Il

Die Sonde G-Il zeigte n = 9 negative Ergebnisse. Bei n = 4 Proben zeigte sich in der
Gegenfarbung kein positives Farbeergebnis. Hier zeigt sich des Weiteren ein Unterschied

zwischen den untersuchten Abstrichorten.
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4.3.5 G-lllNvV

Bei der G-lll/IV Farbung waren n = 6 Proben negativ. Von diesen konnte bei n = 3
Gegenfarbungen ein positives Farbeergebnis gezeigt werden. Es ist zu beachten, dass
es sich hier um die einzige multi-Kladen Sonde handelt. Ist nur die Sonde G-Ill/1V positiv,
l&sst sich nicht differenzieren, ob es sich um Klade 3 oder 4 oder Klade 3 und 4 handelt.

Weitere Erlauterungen siehe unten im Text.

4.3.6 G-llla

Von den n = 43 negativen Resultaten der G-llla Sonde konnten in der Gard662

Gegenfarbung in n = 40 G. vaginalis dargestellt werden.

4.3.7 G-IVa

Bei der Sonde G-IVa ist etwas mehr als die Halfte der untersuchten Kulturen positiv.
Damit wurde hier das drittniedrigste Ergebnis erzielt. Hier sind bei n = 24 negativen

Ergebnissen n = 22 Gegenfarbungen positiv.

4.3.8 G-IVb

Die Sonde G-1Vb erzielte n = 9 negative Ergebnisse, von denen in n = 7 die Gegenfarbung

positiv war.

4.4 Gegenfarbung Gard662 in Cy5

Nicht immer war die Gard662 Gegenfarbung positiv. Wenn sich jedoch die spezifische
Sonde in Cy3 flau unter dem Mikroskop darstellte, wurde ein klares Bild in Cy5 mittels
Gard662 sichtbar. Von den insgesamt n = 111 negativen Ergebnissen der Kladen-
spezifischen Sonden sind n = 85 der Gard662 Cy5 Gegenfarbungen positiv gewesen, in
n = 26 ist auch die Gegenfarbung negativ ausgefallen. In n = 24 Fallen war die spezifische

Sonde positiv, die Gard662 Gegenfarbung jedoch flau oder negativ.
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4.5 Ubersicht Verteilung der Sonden nach Abstrichlokalisation

Bei der Verteilung der positiven Sonden in Abhangigkeit von dem Abstrichort werden nur
geringe Unterschiede sichtbar. Von neun Sonden sind bei vier der untersuchten Sonden
die Zervixabstriche haufiger positiv. Bei n = 3 Farbungen Uberwiegen die positiven
Resultate fiir die Vaginalabstriche. Eine Ubersicht ist in der Abbildung 14 dargestellt.

25
19 21
13
12
6
3
0
G-la G-Il G-lli/IvV G lla G-IvVa G-IVb
m Vaginalabstrich Zervixabstrich

4.6 Nicht libereinstimmende Ergebnisse der Mono-Kladen Sonden

Wichtig ist zu klaren, da es sich um neue Sonden handelt, ob zwei verschiedene Sonden,
die fur eine Klade stehen, diese auch beide darstellen. Die Abweichungen der Mono-
Kladen-Sonden variieren von n = 7 bis n = 23. Klade 1 wird von zwei Sonden angefarbt
und ist in n = 34 der Falle doppelt positiv. Das heil3t, dass in n = 12 Fallen nur eine Sonde
die Klade 1 darstellte. Fir die Sonden G-IVa und G-IVb sieht es ahnlich aus. Dort sind
insgesamt n = 23 Inkongruenzen vorhanden, in n = 22 Fallen wurden bei den gleichen

Proben ein positives Ergebnis beider Sonden erzielt. Siehe Tabelle 18.
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Klade 1

G-l + G-l -
G-la + 34 3
G-la - 9 4
Klade 4

G-IVb + G-IVb -
G-IVa + 22 4
G-lVa - 19 5

4.7 Korrigierte Ergebnisse der G-lll/IV Sonde

Die Glll/IV Sonde spielt eine entscheidende Rolle bei der Validierung der neu
entwickelten Sonden. Die Sonde GIII/IV ist dazu ausgelegt, die Klade 3 und 4 zu
markieren. Bei einem positiven GlII/IV Ergebnis ist nicht klar, fur welche G. vaginalis
Klade dieses Resultat steht. Klade 3, Klade 4 oder beide gleichzeitig konnten positiv sein.
FUr exakte Ergebnisse mussen Mono-Kladen-Sonden wie G-llla, G-IVb, G-IVa verwendet
werden. Es fand sich nicht immer ein positives Signal der Glll/IV-Sonde, wenn eine der
entsprechenden Mono-Kladen Sonden positiv war. In drei Fallen war GllI/IV positiv, aber
keine der erwahnten Mono-Kladen Sonden zeigte ein fluoreszierendes Signal. In n = 4
Proben waren entweder G-IVa, G-IVb oder G-llla jeweils allein oder in Kombination
positiv, jedoch zeigte die GlllI/IV-Sonde hier kein positives Resultat. Die nicht
ubereinstimmenden Ergebnisse sind in der Tabelle 19 grau hinterlegt. Die Kombination
von GlI/IV, G-IVb und G-IVa ist mit n = 18 Fallen ist die haufigste, dicht gefolgt von GlII/IV
und G-IVb mit n = 15. Die Kombination von nur GlIl/IV und G-llla ohne Klade 4 ist nicht

existent. Folglich wurde Klade 3 niemals ohne Klade 4 gefunden.
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Anzahl der positiven Verschiedene GllI/NV+ GII/NV -
Ergebnisse der Kombinationen der
korrespondierenden korrespondierenden
Sonden gesamt Sonden
0 G-llla/G-IVa/G-IVb - 3 2
1 G-llla + 0 0
G-IVa + 2 2
G-IVb + 15 1
2 G-llla/G-IVa + 0 0
G-llla/G-1Vb + 2 1
G-IVa/G-IVb + 18 0
3 G-llla/G-IVa/G-IVb+ 4 0
> 44 6

4.8 Pravalenz der Kladen

Alle vier Kladen waren in den untersuchten Kulturen vertreten. Die Kladen 1 und 4 sind
mit n = 46 (92%) und n = 45 (90%) die am haufigsten Vertretenen. Die Sonde G-llla ist
nur in n = 7 (14%) Fallen eindeutig positiv. Das macht Klade 3 zur am wenigsten
vertretenen Sonde. In n = 38 Fallen war GlII/IV zwar positiv, jedoch ohne G-llla, was zu
der Schlussfolgerung fuhrt, dass Klade 3 negativ sein muss. In n = 3 Fallen war nur GIII/IV
positiv. Hier kann keine eindeutige Aussage Uber die Klassifikation der Klade getatigt
werden. Demzufolge wurde diesen Proben weder Kladen 3 noch 4 zugeordnet. Dieses
hat zur Folge, dass ein eigentlich hoheres Ergebnis in den folgenden Angaben mdglich

sein konnte.
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Kladen Pravalenz (%)
1 46 (92)
2 41 (82)
3 7 (14)
4 45 (90)

4.9 Pravalenz der Kladen in Abhangigkeit von der Abstrichlokalisation

Bei der Kladenverteilung zwischen Zervix- und Vaginalabstrichen werden kleinere
Unterschiede deutlich. Insgesamt haben Zervixabstriche eine etwas hdhere positive
Anzahl fur die jeweiligen Kladen. Bei den Zervixabstrichen ist die Klade 1 zu 100% (n
=25) positiv. Die restlichen Kladen folgen mit n = 23 (Klade 2) und n = 22 (Klade 4) in
einem kleinen Intervall. Klade 3 ist mit n = 3 mit groRem Abstand am wenigstens
vertreten.

Bei den Kulturen, die aus vaginalen Abstrichen stammen, sind die
Verteilungsverhaltnisse ahnlich, nur die Gesamtzahl der positiven Ergebnisse ist etwas
niedriger. Klade 4 ist mit n = 23 (92%) am haufigsten, Klade 3 mit n = 4 (16%) am
seltensten vertreten. Eine Ubersicht der Anzahl der positiven Kladen in Abhangigkeit zur

Abstrichlokalisation ist in Abbildung 14 zu sehen.

25
25

23
19 22

13

»

0 I

Klade 1 Klade 2 Klade 3 Klade 4

m Vaginalabstriche n = 25 Zervixabstriche n = 25
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4.10 Anzahl der positiven Kladen pro Probe

In der untersuchten Kohorte sind in der Regel pro Probe mehrere Kladen positiv. In n =

33 (66%) Fallen waren je Abstrich drei Kladen positiv. In n = 6 (12%) waren pro Probe

vier und zwei Kladen positiv. In n = 4 (8%) war eine Klade positiv und in einem Fall war

keine Probe positiv. Eine Ubersicht ist in Tabelle 21 zu sehen.

Anzahl der G. vaginalis Kladen Pravalenz (%)
Eine Klade 4 (8)
Zwei Kladen 6 (12)
Drei Kladen 33 (66)
Vier Kladen 6 (12)

Bei der Anzahl der Kladen je Proben in Abhangigkeit bezuglich des Abstrichortes ergeben

sich ahnliche Ergebnisse und somit keine Unterschiede zwischen den Abstrichorten. Von

n = 25 Zervixabstrichen sind bei n = 19 (76%) der untersuchten Proben drei Kladen

vertreten. Insgesamt sind n = 3 (12%) Proben vierfach positiv. Bei den Vaginalabstrichen

verhalt es sich ahnlich. Bei n = 14 (56%) der Proben sind alle drei Kladen positiv. Auch

hier sind in n = 3 (12%) Proben alle vier Kladen positiv. Eine genaue Ubersicht ist in

Abbildung 15 zu sehen.
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25

19

1 Klade positiv 2 Klade positiv 3 Kladen positiv. 4 Kladen positiv  keine Klade positiv

m Anzahl der positiven Kladen der Vaginal-Abstriche n = 25
Anzahl der positiven Kladen der Zervix-Abstriche n = 25

4.11 Kladen-Kombinationen

Wie oben dargestellt, sind bei Frauen mit BV haufig mehrere Kladen positiv. Deshalb
wurden haufige Kombinationen der Kladen herausgearbeitet. Die mit Abstand haufigste
Kombination mit 64% besteht aus den Kladen 1, 2 und 4, siehe Detailubersicht in Tabelle
22.

G. vaginalis Klade Pravalenz (%)

Kladen 1+ 2+ 4 32 (64)

Kladen 1+ 2+ 3+ 4 6 (12)

Kladen 1+ 4 3 (6)

Klade 1 2(4)

Klade 4 2 (4)

Kladen 1+ 2 2(4)

Kladen 2+ 4 1(2)

Kladen 1+ 3+ 4 1(2)
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4.12 Bakteriengr

Die primaren Bakterienkulturen wurden nach typischen Bakteriengruppen gesucht.

uppen

Ergebnisse siehe Tabelle 23.

Bakterium positiv (%) negativ (%)
Bif164 n =50 (100) n=0
LGC354b n =42 (84) n=238(16)
Cf319a n =39 (78) n=11(22)
Ato291 n=31(62) n =19 (48)
Str405 n=31(62) n =19 (48)
Lab158 n =26 (52) n =24 (48)
BAC303 n=21(42) n =29 (58)
Cdif198 n=17 (34) n =33 (66)
Clit135 n =12 (24) n =38 (76)
Chris150 n=4(8) n =46 (92)
Rbro730 n=1(2) n =49 (98)
Erec482 n=1(2) n =49 (98)
Cor653 n=1(2) n =49 (98)
Ebac1790 n=1(2) n =49 (98)

4.13 Kreuzreaktion

Fur die Kombinationen G-la, G-llI-IV, G-llla, und G-IVa in Cy3 mit den Sonden Str405,
Ato291, BAC303, LAB158, Clit135, LGC254b und Cf319a in Cy5 konnten keine
Kreuzreaktionen registriert werden (siehe Abbildung 16, 17, 18, 19, 20). Da wir in dem
untersuchten Material die Bakteriengruppen Ebac1790, Erec482, Cor653, Rbro730 und
Chris150, wenn Uberhaupt, dann nur mit einer sehr geringen Menge vorgefunden haben,
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wurden Tests auf Kreuzreaktion unterlassen. Ohne entsprechende rRNA von Bakterien
kann keine Kreuzreaktionen stattfinden; fundierte Aussagen diesbezuglich sind nicht
moglich.

Es liegt das visuelle Ergebnis folgender Sondenkombination vor: G-la, G-lI-1V, G-llla,
und G-IVa in Cy3 und Str405, Ato291, BAC303 und LAB158 in Cy5. Es wurde

Uberlagernd fotografiert. Weilt eingerahmt, zur rechten Hand liegend, ist die Ubersicht

des Fotos. Sehr deutlich heben sich die Farbungen der nebeneinander liegenden
Bakterienkonglomerate der Sonden in Cy3 (gelb) und in Cy5 (rot) in der gelb
eingerahmten Bakterienanhaufung ab. Im roten Rahmen ist links eine hauptsachlich in
Cy5 gefarbte Bakterienansammlung zu sehen. Die Gardnerellen-Anhaufung ist durch
einzelne, mit blauen Pfeilen markierte Bakterien durchsetzt. Es liegt somit ein

eindeutiges Ergebnis vor, das keine Kreuzreaktion beweist.
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Das visuelle Ergebnis der Sondenkombination von G-la, G-1ll/1V, G-llla, und G-IVa in
Cy3 und Str405, Ato291, BAC303 und LAB158 in Cy5 liegt hier vor. Die Gardnerellen-

Anhaufungen (gelb), sind von rot gefarbten Bakterien durchsetzt. Diese sind mit einem

blauen Pfeil markiert.
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Es liegt folgende Sondenkombination vor: G-la, G-IlI-1V, G-llla, und G-lIVa in Cy3 mit
Str405, Ato291, BAC303 und LAB158 in Cy5. Die gelbe aus Gardnerellen bestehende
Bakterienanhaufung, mittig im Bild, ist durchsetzt mit einzelnen, nicht durch die
Gardnerella Sonden angefarbten Stabchen-formigen Bakterien, markiert durch blaue
Pfeile. Rechts neben dem Gardnerellen-Konglomerat sind mehrere stabchen-formige

rote Bakterien, ebenfalls markiert durch blaue Pfeile, zu erkennen.
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Dargestellt ist das Ergebnis der Sondenkombination G-la, G-1ll/1V, G-llla und G-IVa Cy3
mit LGC, Cf319a und Clit150 in Cy5. In der Abbildung, blau umrahmt, ist eine Ubersicht
der fotographischen Aufnahme. Die Gardnerella Sonden zeigen in beiden, jeweils grin
und lila umrahmten, Ausschnitten ein flaues Farberesultat; eine Bakterienform ist nicht
auszumachen. Vermutlich liegen die Gardnerellen in einer anderen Ebene und wurden
nicht fokussiert. Die Cy5 Farbung zeigt Stabchen-férmige Bakterien, exemplarisch sind
einige mit einem blauen Pfeil hervorgehoben. Ein Anhalt fur eine Kreuzreaktion der

Sonden liegt nicht vor.
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Hier wurden die G-la, G-llI-IV, G-llla und G-IVa Cy3 mit LGC, Cf319a und CIit150 in
Cy5 kombiniert. Blaue Pfeile markieren LGC, Cf319a und Clit150 Anhaufungen. Die

Gardnerellen Konglomerate (orange Pfeile) sind durchsetzt von stabchen-formigen

Bakterien, angefarbt durch Cy5. Kein Anhalt fur Kreuzreaktionen.
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4.14 Zusammenfassung Ergebnisse

Von n = 51 untersuchten Proben musste eine wegen zu wenig Material aussortiert
werden. Die Sonden G-IIl/IV mit n = 44 (88%) und G-I mit n = 43 (86%) wurden am

haufigsten gefunden.

Von den insgesamt n = 111 negativen Ergebnissen der Kladen-spezifischen Sonden ist
in n = 26 ist auch die Gegenfarbung negativ ausgefallen. Es gab keine relevanten
Unterschiede zwischen den Abstrichlokalisationen Zervix und Vagina. Die Mono-Kladen
Soden G-I, G-la und G-IVa, G-IVb waren nicht immer zusammen positiv oder negativ.
Auch die mehrere Kladen anfarbende Sonde G-IIl/IV zeigt Inkongruenzen mit den
dazugehdrigen Mono-Kladen Sonden. Alle vier Kladen sind vertreten gewesen. Die
Kladen 1 und 4 sind mit n =46 (92%) und n = 45 (90%) am haufigsten gefunden worden.
Besonders ist, dass Klade 3 niemals ohne Klade 4 gefunden wurde. Pro Probe sind
meistens drei Kladen gleichzeitig zu finden gewesen n = 33 (66%). Die haufigste
Kombination besteht aus den Kladen 1, 2 und 4 (64%).
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5. DISKUSSION

Die Beschreibung des normalen und abnormen Mikrobioms ist essentiell fur das
Verstandnis von komplexen mikrobiellen Erkrankungen, wie es die BV ist. Bisherige
Arbeiten konnten zeigen, dass G. vaginalis in verschiedenen Bio- und Genotypen mit
unterschiedlicher Virulenz existieren (42, 60, 62, 63, 67, 68). Keine dieser Arbeiten fuhrte
zur Klarung der Rolle von Gardnerellen bei Gesundheit und Krankheit. Durch die
vergleichende Gen-Analyse von 17 Gardnerella Stammen wurden die
Verwandtschaftsverhaltnisse verschiedener Gardnerellen zueinander untersucht und
eine Einteilung in Kladen vorgenommen (69). Damit wurde das Bakterium in neue
Genotypen unterteilt und verknupft mit FISH ergibt sich die Moglichkeit, das Vorkommen
der Kladen im vaginalen Mikrobiom bei gesunden und bei BV erkrankten Frauen zu
beschreiben. Die Analyse der primaren Bakterienkultur ermdglicht den Vergleich mit
Arbeiten, die das Abstrichmaterial direkt verarbeitet haben. Damit kann erortert werden,
ob primare Bakterienkulturen eine solide Alternative sind, um die BV zu erforschen, denn

bis heute existieren keine adaquaten Tiermodelle.

5.1 Bewertung der FISH-Sonden

Mit den hier durchgefuhrten Farbungen konnte gezeigt werden, dass die Sonden
funktionieren und die visuellen Ergebnisse eindeutig sind. Eine auffallig geringe Anzahl
positiver Farbeergebnisse besteht fur die Sonde G-llla mit n = 7 (14%). Von n = 43
negativen Resultaten bei der Cy3 Farbung mit G-llla ist die Cy5 Gegenfarbung in n = 40
Fallen positiv. Auch bei der Sonde G-IVa kam es bei n = 24 negativen Ergebnissen, in n
= 22 Fallen zu einem klaren Ergebnis der Gard662 Sonde in Cy5. Das ist ein Hinweis,
dass bei der Sonde G-llla bei n = 3 Objekttrager-Feldern kein Gardnerellen Material
vorhanden war. Bei der Sonde G-1Va waren es dementsprechend n = 2 Falle, bei denen
keine rRNA von Gardnerellen prasent war. Da die Fluoreszenz der Cy5 Farbe schnell
verblasst, kann ein Suchprozess, besonders bei gering positiven Ergebnissen, verfalscht
werden. Geht der Fluoreszenz-Effekt zu Ende, bevor die mikroskopische Analyse
abgeschlossen ist, erhalt man somit falsch negative Ergebnisse fur die Sonde in Cy5.

Besonders apparent wird es, wenn die Gegenfarbung negativ ausfallt bei einem positiven
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Ergebnis der spezifischen Sonde in Cy3. In dieser Arbeit war das bei n = 24 Proben der
Fall und trat in der Regel bei niedrig prozentigen Ergebnissen auf. Hier ist von einem
zeitlichen Problem auszugehen. Die Fluoreszenz-Dauer von Cy5 war vermutlich nicht
lang genug. Der Suchprozess ist untersucher- und Ubungsabhangig. Um zu wissen,
wieviel Gardnerellen Material sich auf einem Objekttrager befindet, wurde eine Farbung
von Gard662 in Cy3 durchgefuhrt. Gard662 in Cy3 ergab n = 48 eindeutig positiv
Ergebnisse und war im Durchschnitt auf zu 36% positiv geschatzt. Damit ist
sichergestellt, dass die niedrige Farberate bei G-llla und G-IVa nicht auf einen Fehler des
Verarbeitungsprozesses zurlckzufuhren ist, sondern vielmehr ein Fehlen der
entsprechenden rRNA darstellt. Insgesamt wurden bei n = 111 negativen Ergebnissen
der Cy3 Sonde n = 25 der Gegenfarbungen in Cy5 auch negativ. In diesen Fallen kann
gefolgert werden, dass nicht ausreichend Material auf dem untersuchten Objekttrager

war. Daher ist eine hohere Positivrate theoretisch moglich.

Die Sonden G-la, G-lll-IV, G-llla, und G-IVa zeigten mit Firmicutes, Flavobacteria,
Vielzahl von Bacteroidaceae, Bacteroidetes, Atopobium, Streptococci, Lactobacillus sp.
und Enterococcus sp., Clostridium lituseburense Gruppe keine Kreuzreaktion. Fur die
Bakteriengruppen  Clostridium  histolyticum,  Enterobacteriaceae,  Clostridium
sporosphaeroides, Ruminococcus bromii, Clostridium leptum, Eubacterium rectale,
Clostridium coccoides Gruppe und Coriobacterium Gruppe kann keine Aussage getroffen
werden, da sich insgesamt zu wenig rRNA in den Proben befand. Weitere Test z.B. mit
Stuhlproben, die diese Bakteriengruppen und Spezies eher enthalten, sollten
durchgefuhrt werden. Das Risiko fur Kreuzreaktionen besteht bei neu entwickelten
Sonden immer, auch wenn fur bestimmte Bakteriengruppen keine unerwunschte
Reaktion nachgewiesen werden konnte. Weitere Tests und das Sammeln von
Erfahrungen mit den hier verwendeten Sonden sind damit notwendig. Eine kritische

Bewertung der erzielten Ergebnisse ist somit auch in Zukunft essentiell.
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5.2 Kladen

Die hier prasentierten Ergebnisse sind mit denen von Janulaitienen et al. (82)
vergleichbar. Dort wurden n = 29 BV Patientinnen untersucht. Auch hier war Klade 1 die
haufigste, gefolgt von Klade 4. Klade 3 ist die am seltensten Auftretende. Wie in dieser
Arbeit ist die Kladenkombination von Klade 1, 2 und 4 in einem Abstrich die haufigste
Kombination (82).

In einer US-amerikanischen Studie ist zwar die Klade 2 die seltenste, Klade 4 dafur die
haufigste (31). Die australische Arbeit von Vodstricl et al. zeigte, dass bei BV die Klade
1 mit 93% am haufigsten und Klade 3 gar nicht gefunden werden konnte (83). In dieser
Studie wurden jedoch nur n = 7 BV positive Frauen untersucht. Es ist damit mdglich, dass
auch Klade 3 in Australien vorkommt. Die Daten einer russischen Patientenkohorte von
Shipitsyna et al. (100) mit insgesamt n = 79 BV Patientinnen war die Klade 4 mit 100%

am haufigsten und Klade 3 am seltensten vertreten.

Es konnte das weltweite Vorkommen aller Kladen, bis auf Klade 3, hier mit den erwahnten
Einschrankungen, bis zum heutigen Zeitpunkt nachgewiesen werden. Diese
Unabhangigkeit von der geographischen Lokalisation ist ein interessanter Aspekt, da eine
unterschiedliche bakterielle Kolonisierung zwischen Frauen europaischer und afro-
amerikanischer Abstammung gefunden wurde (101, 102), die sich, trotz der Umsiedlung
vor einem historisch langen Zeitraum, halt. Dadurch kann die Annahme aufkommen, dass
G. vaginalis ein Teamplayer ist, der von der Anwesenheit anderer Bakterien profitiert.
Gardnerellen sind der konstante Faktor aller BV Patientinnen weltweit. Welche weiteren
Bakterien sich bei der BV beteiligen, scheint fur Gardnerellen sekundar, Hauptsache es
ergibt sich eine polymikrobielle Besiedelung. Dies deutet darauf hin, dass Gardnerellen

eine Schlusselfunktion in der Pathophysiologie der BV innehaben.

Zwei weitere wichtige Aspekte, die sich in Abbildung 21 zeigen, sind, dass die durch FISH
erhobenen Daten aus primaren Bakterienkulturen denen der PCR basierten Studien

ahneln und dass Klade 1 und 4 bei BV positiven Frauen immer stark vertreten sind.
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Abbildung 21: Prozentuale Verteilung der Kladen im Vergleich mit anderen Studien

Interessant ist der Vergleich mit den Ergebnissen von Hilbert et al. (81). In dieser US-
amerikanischen, longitudinalen Arbeit, mit n = 149 pra-menopausalen Frauen von denen
n = 123 an BV erkrankt waren, wurden Abstriche genommen vor und zwei Mal nach der
antibiotischen Behandlung der BV. Hier zeigte sich, dass alle Kladen sehr haufig
vertreten waren; keine war weniger als 86,5% positiv (81). Es handelt sich hier jedoch
um eine gemischte Kohorte, mit Gesunden, an BV Erkrankten und Zustand nach

antibiotischer Behandlung.

Die Arbeiten, die bewerten, welche Kladen bei Gesunden zu finden sind, zeigen
unterschiedliche Ergebnisse. Hilbert et al. (81) konnte zeigen, dass bei gesunden Frauen
alle vier G. vaginalis Kladen zu finden sind und nicht, wie angenommen, eine Klade
besonders stark vertreten ist. Balashov et al. (31) stellten dar, dass die Kladen 1 und 3
eine positive Assoziation mit der BV zeigten, Klade 2 im Zusammenhang mit einem

intermediaren Nugent Score steht und Klade 4 keinen Zusammenhang mit der
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Erkrankung hat. Janulaitienen et al. zeigten, dass 87% der gesunden Frauen G. vaginalis
positiv waren und die Kladen 3 und 4 keine Assoziation mit hohem Nugent Score
aufweisen. Ein bezuglich Klade 4 ganz anderes Ergebnis erlangte Vodstrcil et al. (83).
Diese Arbeitsgruppe hat Klade 4 positiv mit der BV korreliert. Jedoch ist dieser Schluss
kritisch und zurlckhaltend zu betrachten, da die BV Kohorte mit n = 7 klein war.
Shipitsyna et al. haben n = 162 nach Nugent-Score gesunde Frauen untersucht. Hier
zeigte sich, dass bei 93% der untersuchten Abstriche irgendeine Klade positiv war, am
haufigsten Klade 4 (90%), am seltensten Klade 3. Die Kladen 1, 2 und 4 wurden in dieser

Arbeit positiv mit BV korreliert, wohingegen Klade 3 keine Assoziation mit BV hatte (100).

Bis heute kann keiner Klade eine alleinige Rolle in der Pathophysiologie der BV
zugerechnet werden. Da alle Kladen-untersuchenden Arbeiten eine hohe Anzahl der vier
Kladen bei gesunden und an BV erkrankten Frauen vorgefunden haben, ist es
unwahrscheinlich, dass einer bestimmten Klade fur die BV Diagnostik ein pradiktiver Wert

zugeordnet werden kann.

5.3 Die Rolle von Gardnerella vaginalis bei der bakteriellen Vaginose

Viele Jahre waren die inkonsistenten Ergebnisse bezlglich der G. vaginalis positiven,
jedoch gesunden Frauen ein Ratsel (80). Balashov et al. (31) zeigten, selbst Uberrascht
von dem Ergebnis, dass bis zu 97% der Gruppe gesunder Frauen G. vaginalis positiv
waren. In der Literatur wurde bis dahin Uber 50% der gesunden Frauen als G. vaginalis
positiv berichtet (103). Zur Initiierung bzw. Erhaltung der BV spielt die Quantitat von G.
vaginalis eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass von an BV erkrankten
Frauen die vaginalen Abstriche, die mittels quantitativer PCR eruierte Menge des
genetischen Materials von G. vaginalis relevant hoher ist als bei Gesunden (31, 104).
Durch die neuen, genaueren labordiagnostischen Mdoglichkeiten, die schon minimale
Mengen von RNA und DNA nachweisen konnen, mussen positive Befunde mit
entsprechender Abwagung interpretiert werden. Neben der Quantitat ist auch die
Gesamtanzahl der G. vaginalis Kladen je Individuum wichtig. Wir konnten zeigen, dass
bei Frauen, die unter BV leiden, in der Regel eine gleichzeitige Infektion mit multiplen
Kladen bestand. Dies ist eine grolRe Gemeinsamkeit mit allen anderen Kladen-
untersuchenden Arbeiten. Egal welche Studie betrachtet wird, es sind immer mehrere
Kladen bei den betroffenen Frauen gleichzeitig positiv (31, 81-83).
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Dass dies der Fall ist, ist ein interessantes Ergebnis. Normalerweise besitzen Bakterien
aktive Mechanismen, um andere Organismen zu unterdricken oder zu eliminieren.
Selbst innerhalb derselben Spezies versuchen Bakterien sich mit aktiven Prozessen
durch zu setzten. Zum Beispiel konnte fur Escherichia coli gezeigt werden, dass sich
Stamme gegenseitig unterdricken (105). Wettbewerb ist ein Schlisselelement fur die
naturliche Selektion. Wenn er fehlt, ware der Ursprung fur Innovation und Verbesserung
nicht mehr vorhanden (106). Gardnerellen scheinen eine andere Taktik zu verfolgen. Es
wirkt so, also ob durch das Vorkommen mehrerer Gardnerella-Kladen im selben Habitat,
diese sich im gegenseitigen Wachstum férdern. Unterschiedliche Eigenschaften von
Gardnerellen konnte auf genetischer Ebene gezeigt werden. Zum Beispiel konnte die
Codierung fur die Sialidase nicht bei allen Genotypen nachgewiesen werden (82). Auf In-
vitro Ebene wurde eine Genotyp-abhangige Reaktion in Bezug auf Metronidazol
dargestellt (107). Bevor die Differenzierung zwischen den vier verschiedenen Kladen
technisch moglich war, wurden Unterschiede zwischen BV-assoziierten und nicht-BV-
assoziierten Gardnerellen beschrieben (45, 72). Castro et al. zeigten, dass BV-
assoziierte Gardnerellen eher an einer HelLa-Zelllinie haften. Swidsinski et al. konnten
darstellen, dass G. vaginalis in einem kohasiven Wachstumsmuster haufiger bei
Patienten mit BV gefunden werden. Diese Aspekte lassen darauf schlieRen, dass
verschiedene Gardnerellen Genotypen existieren, die sich gegenseitig durch ihre

unterschiedlichen Eigenschaften unterstiutzen konnen.

Die bereits erwahnte Studie von Kerr at al. zeigte, dass Stamme einer Spezies sich nicht
gegenseitig eliminieren, wenn die Umwelt, in der sie leben, in irgendeiner Form
strukturiert ist. Dadurch kann jeder Stamm seine Nische finden und existieren, ohne die
anderen Bakterienstamme zu eliminieren (105). Eine solche Nische stellt der Biofilm dar.
Gardnerellen sind der Hauptbestandteil von Biofilmen bei Frauen mit BV (16). Es gibt die
Annahme, dass die Bildung eines Biofilms eine Schllusselrolle in der Pathogenese von
BV und dessen negativen gesundheitlichen Auswirkungen spielt (108). Die bedeutende
Rolle von Gardnerellen in der Biofilmbildung ist sehr gut belegt. Der Organismus weist,
im Vergleich zu anderen BV assoziierten Bakterien (BVAB) alle Eigenschaften auf, die
zur Initiierung und Bildung eines Biofilms bendtigt werden (42). Die BVAB besitzen zwar
weniger stark ausgepragte und insgesamt weniger Virulenzfaktoren, jedoch unterstutzen

sie die Biofilmbildung durch ihre Prasenz. In Kombination mit anderen Organismen,
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insbesondere den BVAB, wachst G. vaginalis besser (109) und ist damit wie schon oben

besprochen, ein nicht wahlerischer Teamplayer.

5.4 Die Multiple-Kladen-Theorie

In der Gesamtschau der hier erhobenen Daten und im Vergleich mit bereits getatigten
Arbeiten (31, 81-83) deuten an, dass nur eine Infektion mit mehreren Kladen gleichzeitig
die BV hervorzurufen scheint. Koumans et al. stellten dar, dass haufiger ungeschutzter
Geschlechtsverkehr mit verschiedenen Partnern die Wahrscheinlichkeit erhdoht, dass
Frauen an BV erkranken (14, 83). Es kdnnte daher sein, dass eine Infektion mit nur einer
Klade nicht ausreicht, um an BV zu erkranken, sondern der Kontakt mit multiplen Kladen
dafur notwendig ist. Warum sich die BV nicht wie eine klassische STD verhalt, kdnnte mit
Hilfe der Multiple-Kladen-Theorie erklart werden. Es reicht demnach nicht aus, nur G.
vaginalis positiv zu sein, sondern es ist eine Infektion mit mehreren Kladen notwendig.
Ob die verschiedenen Kladen Uber die Zeit akkumulieren, oder ob die multiplen Kladen
zugleich akquiriert werden mussen, ist dabei unklar. Beide Varianten sind vorstellbar.
Dies konnte auch eine Erklarung fur die hohe positive Rate von gesunden, jedoch G.

vaginalis positiven Frauen sein.
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In der Abbildung ist die multiple Kladen Theorie und der mogliche Krankheitsverlauf von
drei verschiedenen fiktiven Patientinnen dargestellt. Auf der y-Achse befindet sich die
Anzahl der positiven Kladen, auf der x-Achse sind der Krankheitsverlauf und
beeinflussende Ereignisse dargestellt. Das Einsetzen der symptomatischen BV wurde
hier bei drei Kladen festgelegt. Nach der Pubertat hatten alle drei Patientinnen im
Verlauf des Lebens ungeschutzten GV. Patientin 1 steckt sich dabei mit einer Klade an,
Patientin 2 mit allen vier Kladen und Patientin 3 mit drei Kladen. Nun leiden bereits zwei
Patientinnen an BV. Im weiteren Verlauf und erneutem ungeschutzten GV mit einem
neuen Partner akquirieren Patientin 3 und Patientin 1 weitere Kladen, so dass nun alle
Patientinnen an BV leiden. Durch die medikamentose Behandlung, z.B. mit
Metronidazol, kommt es zu einer Reduzierung der Kladen. Klade 3 und 4 sind resistent
auf Metronidazol getestet worden (107). Deshalb wird keine der Patientinnen den
Status G. vaginalis negativ erreichen. Im weiteren Verlauf kommt es bei Patientin 2 und
3 zu einer Zunahme an Kladen. Ob durch neue Infektionen, Re-Infektion durch den
vorhandenen Partner oder Wiederaufflammen der Kladen aus dem Biofilm oder

anderen Nischen ist unklar. Prinzipiell ist jede Variante dabei vorstellbar.
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5.5 Die Rolle der Abstrichorte

Zu betrachten sind die Resultate in Abhangigkeit vom Abstrichort. Soweit bekannt, gibt
es keine Studie, die die Kladenverteilung von G. vaginalis unter Berucksichtigung der
Lokalisation untersucht hat. Eine Literaturrecherche ergab, dass es einige altere Studien
gibt, die die Mikroflora des unteren Genitaltrakts mittels Analyse von Bakterienkulturen
untersucht haben. Dort wurde gezeigt, dass es zwischen vaginalen und zervikalen
Abstrichen Unterschiede gab (110-114). Kim et al. konnten anhand 16s rRNA Gene-
Clone-Libraries die aus Abstrichen, Schab-Proben und Lavage aus dem unteren
Genitaltrakt von n = 8 pramenopausalen Frauen gewonnen wurden, zeigen, dass das
vaginale Mikrobiom in einem Individuum zu einem bestimmten Zeitpunkt nicht homogen,
sondern von der Art der Probenentnahme und Lokalisation abhangig ist. Zwar wurde nur
bei zwei der Patientinnen in dieser Arbeit G. vaginalis gefunden, jedoch konnte in einem
Fall eine ungleiche Verteilung gezeigt werden. Anders als bei den hier vorgestellten

Ergebnissen sind in diesem Fall im Zervixabstrich keine Gardnerellen zu finden (115).

In dieser Arbeit konnten haufiger bei Zervixabstrichen drei positive G.vaginalis Kladen je
Probe nachgewiesen werden, als bei den vaginalen Abstrichen. Es ist somit zu
Uberlegen, ob ein Zervixabstrich bevorzugt werden sollte, um die Diagnose BV zu

bestatigen und um fur Forschungszwecke Gardnerellen zu generieren

Selbstverstandlich bilden PCR Methoden die bakterielle Besiedelung in Quantitat und
Qualitat genauer ab. Da bei unklaren Fallen im Kklinischen Alltag die primare
Bakterienkultur das Hilfsmittel zur Diagnostik fur bakterielle Dysbiosen ist, ist alles daran
zu setzten, die in dem taglichen klinischen Ablauf verwendeten und moglichen Techniken
zu optimieren. Weitere Forschung ist notig, um einzuschatzen, ob sich bestimmte G.
vaginalis Kladen bevorzugt in speziellen Nischen ansiedeln und wie weit die

intraindividuellen Unterschiede gehen.

5.6 Therapeutische Schwierigkeiten

Die hier vorgelegten Daten zeigen eine dezent unterschiedliche Verteilung der
Kladenanzahl in Abhangigkeit von der Abstrich-Lokalisation. Dies kdnnte eine Erklarung
fur die frustrane Behandlung der BV sein. Es konnte in anderen Studien gezeigt werden,
dass die BV haufiger bei Menschen vorkommt, die regelmafRig Oral- und Analsex
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praktizieren (116, 117). Frauen, die Sex mit Frauen haben und Sexspielzeug
untereinander tauschen, ohne dieses zu reinigen, haben ein erhdhtes Risiko fur das
Erkranken an BV (117, 118). Bei Mannern konnte im Sperma und an Penis-Epithelzellen
eine polymikrobielle Besiedelung u.a. mit G. vaginalis gezeigt werden (76). Bei den
genannten Aspekten handelt es sich um Nischen, die als G. vaginalis Reservoir dienen
konnten. Es ist durchaus moglich, dass es sich nicht nur um Rezidive handelt, die durch
die evasive Wirkung des Biofilms auf die Antibiose moglich sind (3, 119), sondern auch
um Re-Infektionen bzw. Neu-Infektionen nach der Behandlung. Fir die Kladen 3 und 4
wurde gezeigt, dass diese auf die bislang angewendete Standardbehandlung resistent
sind (107). In der untersuchten Kohorte ist die Klade 4 mit 90% die zweithaufigste. Es gilt
deshalb zu Uberlegen, ob durch die antibiotische Behandlung lediglich die Kladenanzahl
reduziert und es dadurch zum Sistieren der Symptomatik kommt. Ein erneutes
Aufflammen der BV ware nach der Multiplen-Kladen-Theorie erleichtert, da bereits ein
Grundbesatz an Kladen vorhanden ist. Der mogliche pathophysiologische Ablauf ist

mittels der Multiplen-Kladen-Theorie in Abbildung 22 dargestellt.

5.7 Negative Probe

Auffallig in der hier vorgestellten Arbeit ist die Probe 50035. Alle kladenspezifischen
Sonden sind negativ ausgefallen. Jedoch war die Gard662 Gegenfarbung in Cy5 in allen
Fallen positiv. Um sicher zu gehen, wurde die Gard662 in Cy3 ohne Gegenfarbung
durchgefuhrt. Auch diese zeigte ein stark positives Ergebnis. Das Ergebnis lasst folgern,
dass G. vaginalis in diesem Abstrich vorlag, aber nicht einer der vier Kladen zugeordnet
werden konnte. Dies konnte darauf hinweisen, dass es mehr als die vier von Ahmed et
al. (69) beschriebenen Kladen gibt. Diese Vermutung liegt nahe, da die Arbeitsgruppe
Abstriche von US- amerikanischen Frauen mit einer relativ hohen Quote von endometrial
ansassigen G. vaginalis Isolaten n = 7 (von insgesamt n = 17) und nur 4 BV Patientinnen

untersucht hat.

Zu einem ahnlichen Schluss kamen Janulaitiene et al., die n = 116 vaginale Abstriche
von Frauen aller drei Nugent Scores untersucht haben. In dieser Studie wurden bei vier
Proben Stamme gefunden, die nach mikrobiologischen Kriterien und 16s rRNS Nukleotid
Gen-Sequenzierung klar G. vaginales zuzuordnen, jedoch nicht in eine Klade
einzuordnen waren. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass es noch weitere
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unbekannte Kladen gibt (82). Die hier vorgestellten Ergebnisse unterstiutzen somit diese

Aussage.

Das vaginale Mikrobiom ist abhangig von vielen Faktoren und unterliegt dynamischen
Veranderungen. Es spielen u.a. ethnische Herkunft und hormonelle Einflisse eine Rolle
(101, 102, 120-122). Moglicherweise spielt auch die Lokalisation und die Art der
Probengewinnung im unteren Genitaltrakt eine Rolle. Es besteht also weiterer

Forschungsbedarf bezuglich der Subgruppen des G. vaginalis Bakteriums.

5.8 Bewertung der FISH Technik

Die neu entwickelten FISH-Sonden sind eine zuverldssige und unkompliziert
durchzufihrende Methode, um die vier Kladen nach Ahmed et al. (69) zu bestimmen. In
der hier vorgestellten Arbeit wurden Kulturen aus Vaginalabstrichen vor der Isolierung in
einzelne Bakterien untersucht. Die aus einer Bakterienkultur stammenden Daten sind den
der bereits erwahnen PCR basierten Studien (31, 81, 82) ahnlich. Deshalb kann
angenommen werden, dass die Kultur von Vaginalabstrichen eine probate in vitro
Methode ist, den Biofilm von Frauen mit BV genauer zu untersuchen. Die neuen FISH-
Sonden stellen somit eine solide Alternative zur PCR dar. Die FISH eroffnet damit die
Moglichkeit, strukturelle Veranderungen und raumliche Beziehung einzelner Gardnerella
Kladen zueinander in naturlichen und in vitro Biofilmen zu untersuchen. Sie sind ein
wertvolles Instrument zur Uberwachung von Krankheiten und zur Ermittlung
epidemiologischer Daten. Somit konnen die strukturellen Veranderungen und raumliche
Beziehung einzelner Gardnerella Kladen von naturlichen und in vitro Biofilmen untersucht

werden, was die PCR nicht ermoglicht.

5.9 Limitationen und Ausblick

Es gibt in dieser Arbeit, neben den bereits genannten, weitere Limitationen, auf die

eingegangen werden muss.

Zwei wichtige Aspekte sind das Fehlen einer Kontrollgruppe und die wenigen Daten der
untersuchten Patientenkohorte. Informationen, wie Leitbefund der zur gynakologischen

Vorstellung gefuhrt hat, handelt es sich um eine BV Erstdiagnose oder bestanden schon

77



5. DISKUSSION

antibiotische Vorbehandlungen, waren zur Bewertung der erhobenen Daten interessant

gewesen.

Es wurden Bakterienkulturen untersucht. In der Regel konnen nicht alle Bakterien
angezuchtet werden, da die gewahlten Wachstumsbedingungen nicht auf alle
Organismen passen. Da der Fokus die Kladenverteilung der Gardnerellen gerichtet war,
wurden die Wachstumsbedingungen auf die individuellen Bedingungen der Gardnerellen
angepasst. Dadurch muss von einem Informationsverlust ausgegangen werden. Zum
einen gibt es Bakterien, die bekanntlich BV assoziiert sind, z.B. BVAB 1 und 2, jedoch
bis jetzt noch nie in einer Bakterienkultur angezuchtet werden konnten, zum anderen
konnen Bakterien mit FISH Sonden nur markiert und eindeutig benannt werden, wenn
sie bekannt sind. Unbekannte Bakterienspezies und geringe Bakterienkonzentrationen
werden durch FISH nicht registriert, so dass es zu falsch negativen Ergebnissen kommen

kann.

Studien, die Kladen nach Ahmed et al. (69) untersucht haben, nutzten die PCR und haben
ihre Ergebnisse nicht auf primare Bakterienkulturen gestutzt (31, 81-83). Damit sind die
Ergebnisse dieser Arbeiten mit unseren nur eingeschrankt vergleichbar. Trotzdem ist die

Zusammensetzung von Bakterienkulturen und Abstrichen sehr ahnlich.

Leider konnten durch die gewahlte Methodik die Vorteile von FISH nicht im vollen Umfang
genutzt werden. Die Untersuchung der raumlichen Beziehung der einzelnen Kladen
untereinander war hier nicht moglich. In Folgearbeiten, z.B. mittels Biopsien, konnten

Einblicke in die Biofilm-Zusammensetzung und dessen strukturelle Organisation bringen.

In dieser Arbeit wurden neu entwickelte FISH Sonden verwendet, mit denen es noch
keine praktischen Erfahrungen gibt. Zum Beispiel mussten neu entwickelten
Gardnerellen Sonden gegeneinander getestet werden. Dies war in dieser Arbeit nicht
mehr moglich, da die dafur bendtigte Probenmaterialmenge nicht mehr ausreichend war.
Weitere Test, um die Sonden zu validieren, sind somit notwendig. Die Vermutung liegt
nahe, dass die Sonden G-I, G-ll, G-lll/IV und G-IV-b miteinander eine Kreuzreaktion
zeigen, da ihr gemeinsames Vorkommen am haufigsten ist. Da jedoch die Arbeitsgruppe
von Janulaitenen et al. (82) die gleiche Kladenkombination mit ahnlicher Haufigkeit
mittels PCR zeigen konnte, gehen wir davon aus, dass es sich nicht um Kreuzreaktionen
handeln muss. Dennoch sind fortfuhrende Tests notwendig, um mit den Sonden weitere
Erfahrungen zu sammeln und maogliche unerwinschte Reaktionen zu finden.
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Bei der auf Allem basierenden Arbeit von Ahmed et al. (69), wurden nur 17 Gardnerellen
Genome analysiert. Wie bereits oben erwahnt, gibt es Hinweise, dass noch mehr Kladen
existieren. AuRerdem geht Ahmed et al. davon aus, dass es sich bei den Gardnerellen
Kladen um verschiedene Spezies handelt, da die genetische Diversitat enorm ist. Weitere

Grundlagenforschung ist hier notwendig.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Es kann gefolgert werden, dass Gardnerellen von der Anwesenheit mehrerer Kladen
profitiert und daruber hinaus der Entwicklung der BV dienlich ist. Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um festzustellen, wie sich die Kladen gegenseitig
unterhalten, weshalb G. vaginalis durch die Anwesenheit anderer Bakterien besser
wachst und welche Rolle sie bei der Biofilminitiation und -unterhaltung einnehmen. Mittels
PCR wurden viele Informationen Uber die Haufigkeit und die Menge von Bakterienarten
gesammelt. Jetzt gilt es, die Beziehung und Interaktion zwischen ihnen zu bewerten. Die
hier verwendeten FISH-Sonden sind eine solide Methode, um strukturelle

Veranderungen in Kulturen und Biofilmen zu untersuchen.
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