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Zusammenfassung:

Insgesamt 36 Bacteroides-Stimme (11 B. fragilis, 5 B. thetaiotaomicron, 5 B. ovatus, 5
B. vulgatus, 5 B. distasonis, 5 B. caccae) und 10 Prevotella-Stdmme (5 P. disiens, 5 P.
bivia) wurden auf Himagglutination {HA) mit Kaninchenerythrozyten nach Fibronectin-,
Laminin-, Mucin- und N-Acetylneuraminsdure-(NANA)-Behandlung untersucht. Die
Inhibition der HA als ,Titer” diente als Ma3 der Bindungsaffinitit zu den 4 Testsub-
stanzen.

B. fragilis, B. thetaiotaomicron und B. ovatus zeigten intraspezifisch Aufspaltung in stark-
und schwach- bzw. nicht-bindende Stimme hinsichtlich Fibronectin und Laminin. B.
distasonis und fir Laminin auch B. caccae wiesen intraspezifisch homogene Bindungs-
muster auf. B. vulgatus imponierte durch fehlende Fibronectin- und schwache Laminin-
bindung. Alle Bacteroides-Stimme banden Mucin in vergleichsweise hohen Titerstufen,
vor allem B. ovatus und B. caccae. Bei B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus und B.
distasonis lieBen sich fiir Mucin und NANA parallele Bindungstendenzen erkennen. Die
ausgepragte Mucinaffinitét ist méglicherweise auf physikalische Adsorption aufgrund
der Molekiilstruktur oder auf Rezeptorwechselwirkungen bakterieller Neuraminidasen in
Form von Enzym-Substrat-Mechanismen zuriickzufiihren. ‘

Bei P, bivia und P, disiens fiel starke Laminin-Bindung auf. Auch die Prevotella-Stimme
tendierten zu ausgepragter Mucinadhdsion bei geringerer NANA-Bindung.

Die inter- und intraspezifische Variabilitit des Adhérenzverhaltens der Teststimme 3Bt
auf eine individuelle Ausstattung der duBeren Bakterienzellwand schlieBen.
Schliisselworter:
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Summary:
The ability of 36 strains of Bacteroides (11 B. fragilis, 5 B. thetaiotaomicron, 5 B. ovatus,

.5 B. vulgatus, 5 B. distasonis, 5 B. caccae) and 10 strains of Prevotella (5 P. disiens, 5 P

bivia) to agglutinate rabbit erythrocytes was compared with haemagglutination after
incubation with fibronectin, laminin, mucin and n-acetylneuraminic acid. The inhibition
of haemagglutination expressed in “dilution steps” was taken as the degree of affinity
to the 4 substrates.

Strains of B, fragilis, B. thetaiotaomicron and B. ovatus showed strong, poor or missing
binding of fibronectin and laminin, B. distasonis presented intraspecifically homologous
patterns of adhesion; the same holds true of B. caccae and Jaminin.

B. vulgatus failed to bind fibronectin and adhered to laminin poorly. All strains of Bacte-
roides showed strong adherence to mucin, especially B. ovatus and B. caccae. Strains
of B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus and B. distasonis showed parallel trends of
attachment to mucin and n-acetylneuraminic acid. Affinity to mucin as evidenced by the
present study may result from physical adsorption because of molecular structure or
from receptor interactions of bacterial neuraminidases representing enzyme-substrate-
mechanisms. :
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P. bivia and P. disiens were characterized by strong adherence to laminin. The ability
of Prevotella to adhere to mucin was striking in comparison with weak affinity to n-

The variable inter- and intraspecific profiles of adherence indicate that the outer cell
walls of the strains studied possess individual surface components.

Bacteroides - Prevotella — adhesins - inhibition of haemagglutmat/on - fibronectin -

4 aus klinischem Material);
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acetylneuraminic acid.
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Einleitung

In der bakteriellen Flora des Menschen {iberwiegen
Anaerobier aerob ziichtbare Keime quantitativ um ein
Vielfaches. Dabei weist die Zusammensetzung der Flora
standorttypische Unterschiede auf [1]. Im Oropharynx
herrschen neben den anaeroben gramnegativen Stab-
chenbakterien die schwarz-pigmentierten saccharolyti-
schen Prevotella-Arten [2] sowie die asaccharolytischen
Spezies Porphyromonas gingivalis und P. endodontalis
vor [3]. Anaerobe Leitkeime der Genitalflora sind dagegen
die unpigmentierten Spezies Prevotella bivia und P. di-
siens [4]. P. bivia und weniger haufig auch P. disiens sind
bei gynakologischen Infektionen wie Endometritis, para-
metranen Abszessen u.a. beteiligt [4, 5].

Die Dickdarmflora wird von Bacteroides-Arten dominiert,
wobei allein B. vulgatus einen 10%-Anteil an der gesam-
ten Bakterienmasse einnimmt [6, 7]. Weniger haufig wer-
den dagegen B. thetaiotaomicron, B. fragilis und B. ovatus
aus Darminhalt isoliert. Im Gegensatz zu dem zahlen-
maRig geringen Anteil in der Normalflora ist B. fragilis
neben B. thetaiotaomicron der wichtigste anaerobe patho-
gene Leitkeim, speziell bei intraabdominellen Infektionen
und Septikdmie. B. vulgatus ist trotz seines quantitativen
Uberwiegens in der Normalflora in der Regel nicht mit
pathogenen Prozessen assoziiert [8].

Uber die Griinde fiir den ausgepragten Organtropismus
dieser anaeroben Spezies sowohl im physiologischen als
auch pathologischen Zusammenhang ist bisher wenig be-
kannt. Es ist jedoch zu vermuten, daB spezifische Adha-
renzmechanismen fiir die epitheliale Ansiedlung und auch
im Vorfeld einer Gewebeinvasion von Bedeutung sind.

Die vorliegende Untersuchung an 36 Stammen von sechs
Bacteroides-Arten und 10 Stdmmen von zwei Prevotella-
Arten machte sich die Eigenschaft der Kaninchenerythro-
zyten-Agglutination zunutze: Durch spezifische Inhibition
der Erythrozyten-Agglutination mit Fibronectin, Laminin,
Mucin und N-Acetylneuraminséure sollten Riickschliisse
auf Vorkommen und Natur der Adhasinstrukturen ermég-
licht werden.

Material und Methoden

Teststdmme

11 Bacteroides fragilis (4 Isolate aus Darminhalt, 7 aus
klinischem Material);
5 Bacteroides thetaiotaomicron (1 Isolat aus Darminhalt,
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5 Bacteroides ovatus (klinische Isolate);

5 Bacteroides vulgatus (Isolate aus Darminhalt);

5 Bacteroides distasonis (2 Isolate aus Darminhalt, 3 aus
klinischem Material);

5 Bacteroides caccae (Isolate aus Darminhalt);

5 Prevotella disiens (klinische Isolate);

5 Prevotella bivia (klinische Isolate).

Die Stamme wurden mit Hilfe von konventionellen bio-
chemischen Untersuchungen, des ATB 32 A (BioMerieux)
(Mehrkammersystem) und der Gaschromatographie iden-
tifiziert (9-111].

Medien und Kulturbedingungen

Die Kulturen wurden zweimal in Rosenow-Bouillon passa-
giert und anschlieRend in Wilkins-Chalgren-Bouillon als
Ausgangsmedium der Versuche liberimpft.

Jede Anzucht verlief unter anaeroben Bedingungen 48
Stunden bei 37°C.

Chemikalien

Fibronectin, Laminin, Mucin und N-Acetylneuraminsaure
(NANA) wurden von der Firma Boehringer, Mannheim,
bezogen.

Hémagglutination (HA)

Die 48 Stunden in Wilkins-Chalgren-Bouillon geziichteten
Bakterien wurden einmal mit PBS-Puffer pH 7,4 ge-
waschen und auf eine konstante Dichte von 5x10° Zellen/
ml eingestellt. - e

In Mikrotiterplatten (Dynatech) wurden die Bacteroides-
bzw. Prevotella-Zellsuspensionen unverdinnt (1. Kam-
mer) und dann mit gleichen Volumina PBS-Puffer in den
Verdiinnungsschritten 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 und 1:2048 (2.-12. Kammer)
eingesetzt. Die Verdiinnungen entsprechen den Titerstu-
fen 1-11. Alle Suspensionen wurden mit einer zweipro-
zentigen Kaninchen-Erythrozytenl6sung versetzt, 5 Minu-
ten bei Raumtemperatur geschiittelt und nach 18 Stunden
bei +4°C beurteilt [12, 13]. Vorliegen eines Himagglutina-
tions-Niederschiages in Form einer ,Knopfbildung”
wurde als positiv, das Fehlen desselben oder eine Hamo-
lyse der Suspension als negativ bewertet.

Suspensionen der Teststdimme in PBS-Puffer sowie die
der Erythrozyten in Puffer dienten als Negativkontrollen.
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Inhibition der Hé'magglutinatioﬁ

Die Inhibition der Hamagglutination (HA) wurde mit
bakteriellen Zellsuspensionen durchgefihrt, die zuvor mit
gleichen Volumenanteilen von Fibronectin (0,5 mg/ml),
bzw. Laminin (0,5 mg/ml), Mucin (20 mg/ml) oder N-Ace-
tylneuraminsaure (10 mg/ml) 4 Stunden bei 37°C inku-
biert worden waren. Nach zwei Waschschritten der Bakte-
rienzellen mit PBS-Puffer wurden die Bakterienzellsuspen-
sionen wieder auf das Ausgangsvolumen gebracht und
die Hamagglutination wie oben durchgefiihrt.

Die Differenzen der noch agglutinierenden Bakterien-
suspensions-Verdiinnungen von unbehandelten und be-
handelten Bakterien wurden als ,HA-Inhibitionstiter”
definiert und im Ergebnisteil grafisch bzw. tabellarisch
dargestellt.

Diese Titerstufen stehen mit der Bindungsaffinitat zu den
vier Testsubstanzen in linearem Zusammenhang.

Alle Testergebnisse wurden aus Versuchen in drei Serien
mit Doppelansétzen ermittelt.

Ergebnisse

Die 36 Bacteroides- und 10 Prevotella-Stimme zeigten
Agglutination mit Kaninchen-Erythrozyten; die Stérke der
HA war an der letzten positiven Suspensionsverdiinnung
(., Titer”) ablesbar. Nach Fibronectin-, Laminin-, N-Acetyl-
neuraminsdure- und Mucin-Inkubation der Bakterien und
anschlieBender HA wurden die Differenzwerte bestimmt
und als HA-Inhibitionstiter angegeben.

Angehérige der verschiedenen Bacteroides-Spezies
wiesen ein breites Spektrum von Fibronectin- und Lami-
ninadhision auf, das von starker bis schwacher bzw. feh-
lender HA-Inhibition reichte (Abb. 1-3; Tab. 1). NANA und
Mucin hingegen beeinfluten die HA-Inhibition einheitli-
cher.

Innerhalb der Spezies Bacteroides fragilis lieBen sich 2
Gruppierungen erkennen (vgl. Abb. 1):

a) Stamme mit Fibronectin- und Lamininbindung neben
Mucin- und NANA-Bindung (20, 165, 80, 133, 176).

b) Stamme, die ausschlieBlich an Mucin banden (1, 171,
241).

Drei Stamme (169, 173, 1675 nahmen aufgrund fehlender
Fibronectin- oder/und schwacher bzw. fehlender Laminin-
Affinitat eine Mittelstellung ein.

Die HA-Inhibitionstiter der 7 klinischen Isolate sowie der 4
Isolate aus Darminhalt lagen zwischen hohen Werten als
Ausdruck starker Bindungskapazitdt und niedrigen bzw.
negativen Werten; eine Korrelation von Stammherkunft
und Bindungsverhalten war nicht ersichtlich.

Bei B. thetaiotaomicron und B. ovatus zeigten sich fol-
gende Adhasionsmuster (vgl. Abb. 2 und 3):

a) Staimme mit Fibronectin-, Laminin-, Mucin- und NANA-
Affinitat (491, 27 bzw. 450, 392).

b) Stimme mit iberwiegender Mucin- und NANA-Affinitat
(467, 488, 447 bzw. 479, 485, 442), :

Bacteroides fragilis
Inhibition der HA

...| |OFibronectin
.| |ERLaminin
CINANA
CiMucin

O =~ NWHI»IUGO

20 165169 80 233176167173 1 171241

Abbildung 1: Rezeptorspezifitat von 11 Bacteroides-fragilis-Stém-
men gegeniiber Fibronectin, Laminin, NANA und Mucin.

Das einzige Darmfloraisolat von B. thetaiotaomicron (Nr.
27) gehorte zu Gruppe a.

Die B.-vulgatus-Stamme blieben durch Fibronectin-Inku-
bation unbeeinfluBt. Laminin-Adhéarenz trat nur bei zwei
Stammen (7, 19) auf; hingegen wiesen alle Stamme
NANA- und Mucinbindung auf (Tab. 1).

Bacteroides thetaiotaomicron
Inhibition der HA
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Abbildung 2: Verhalten von 5 Bacteroides-thetaiotaomicron-
Stdmmen gegeniiber Fibronectin, Laminin, NANA und Mucin.

Bacteroides ovatus
inhibition der HA

CFibronectin
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Abbr‘l&ung 3: Bindungsverhalten von 5 Bacte}dides-ovatus-Stﬁm-
men.
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Die Teststimme von B. distasonis und B. caccae waren
mit Ausnahme des Fibronectin- und NANA-negativen
Stammes 106 durch Fibronectin-, Laminin- und Mucinbin-
dung in differenten HA-Inhibitionstiterstufen charakteri-
siert. NANA-Adh3sion fihrte zu intraspezifisch identischer
HA-Inhibition (Tab. 1).

Das Bindungsverhalten der B.-distasonis-Isolate aus
Darmflora war dem der klinischen Isolate vergleichbar.

Stamme der Spezies Prevotella bivia (Abb. 4) zeigten ent-
weder Fibronectin-, Laminin-, Mucin- und NANA-Adha-
renz (144, 52, 536) oder (iberwiegende Affinitat zu Mucin
und NANA (561, 234). Der Stamm 144 war durch maxi-
male Affinitat zu Fibronectin und Mucin charakterisiert.

Drei Stamme von P. disiens banden alle 4 Testsubstanzen;
abweichend davon fehlte bei den Stammen 386 und 507
Fibronectin- bzw. NANA-Bindung (Tab. 2).

Diskussion

Da die untersuchten Stimme von 6 Bacteroides-Arten und
2 Prevotella-Spezies Kaninchenerythrozyten-Agglutina-
tion zeigten, wurde dieses System als Indikationsmodell
fir die Bindung eukaryontischer Zellen gewahlt. Durch
spezifische Inhibition der Erythrozyten-Agglutination soll-
ten Rickschlisse auf die Natur der Adhésinstrukturen er-
moglicht werden.

Insgesamt wurden 36 Bacteroides-Stdmme (11 B. fragilis,
5 B. thetaiotaomicron, 5 B. ovatus, 5 B. vulgatus, 5 B.
distasonis und 5 B. caccae) und 10 Prevotella-Isolate

B. vulgatus
|Stamm-Nr.: | Fibronectin _| Laminin NANA 'Mucin
7 0 2 3 3

19 2 2 2

95 0 0 3 4

116 0 0 3 2

9 0 0 1 1

B. distasonis

Stamm-Nr.: Fibronectin Laminin NANA Mucin
30 3 3 2 4

8 3 3 2 3

65 3 2 2 3

519 2 1 2 4

57 1 3 2 3
Stamm-Nr.: Fibronectin Laminin NANA . Mucin
35 4 3 1 L a

24 3 3 1 3

105 2 2 1 S

62 1 2 ] 3

106 0 1 0 3

Tabelle 1: HA-Inhibitionstiter nach Behandlung der Teststimme
mit Fibronectin, Laminin, NANA und Mucin.
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P. disiens

Stamm-Nr.: Fibronectin Laminin NANA Moucin

535 2 2 2 2

312 3 1 2

150 1 2 1 3
‘11507 1 1 0 1

386 0 2 1 1

Prevotella bivia
Inhibition der HA |

OIFibronectin
ELaminin

| EINANA
CIMoucin
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Abbildung 4: Fibronectin-, Laminin-, NANA- und Mucin-Bindung
von Prevotella bivia.

Tabelle 2: HA-Inhibitionstiter nach Behandlung der 5 P-disiens-
Stamme mit Fibronectin, Laminin, NANA und Mucin.

(5 P. bivia und 5 P. disiens) auf ihr Bindungsverhalten
gegeniiber Fibronectin, Laminin, Mucin und NANA unter-
sucht.

Gegeniiber Fibronectin trat bei B. fragilis, B. thetaiota-
omicron, B. ovatus (und B. caccae) intraspezifisch starke
oder schwache Bindung auf; einzelne Stdmme blieben
negativ. Die meisten Fibronectin-positiven Stamme wie-
sen eine — wenn auch abgeschwichte — Bindungsaffinitat
zu Laminin auf; daraus darf geschlossen werden, daf} die
Fibronectin-bindenden bakteriellen Oberflachenstruktu-
ren fiir eine Lamininadhasion empfanglich sind.

Die 5 Isolate von B. distasonis banden die Testsubstanzen
etwa gleich stark.

Gegeniiber Mucin und NANA zeigten alle 36 Bacteroides-
Teststamme ahnliche, wenn auch unterschiedlich starke
Bindung. Die HA-Inhibition mit Mucin war relativ hoch
{maximal 5 Titerstufen), die mit NANA oft parallel um 1-2
Titerstufen niedriger.

B. vulgatus nimmt durch fehlende Fibronectinaffinitat
eine Sonderstellung ein; 3 der 5 Isolate wiesen Laminin-
und .Alle eine-vergleichsweise hohe Mucin- und NANA-
Bindung auf.

Die klinischen Isolate von B. fragilis, B. thetaiotaomicron
und B. distasonis verhielten sich im Adhésionsmuster
nicht erkennbar verschieden von den jeweiligen Isolaten
aus Darminbhalt. .

|
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Bei den 5 Isolaten von Prevotella bivia war Fibronectin-
und Laminin-Bindung unterschiedlich ausgepragt. Fir
Mucin hatten 3 der 5 Stamme eine hohe Affinitat; die NA-
NA-Bindung war unterschiedlich; sie fand sich z.B. bei
Fibronectin-negativen Stammen.

Das Bindungsmuster der 5 Stdmme von P. disiens war un-
einheitlich; Laminin wurde stérker gebunden als Fibro-
nectin. :

Fibronectin, Laminin, Mucin und N-Acetylneuraminsaure
stellen potentielle Zellrezeptoren fiir bakterielle Adhéasine
dar:

Das Epithelzellen-assoziierte Fibronectin bietet als Pro-
teinepitop-reiches Oberflichenmolekil zahlreiche adha-
sive Rezeptorstrukturen [14]. Diese Vielfalt beruht auf 5
verschiedenen Domanen der beiden Peptidketten, die
charakteristische Bindungen 2.B. an Kollagen, Gelatine,
Fibrin, Aktin u.a. induzieren [15]. Dabei ist einerseits die
Involvierung unterschiedlicher Fibronectin-Doménen bei
der Wechselwirkung mit bakteriellen Lektinen denkbar,
andererseits kdnnte gerade bei den Spezies wie B. fragilis,
B. thetaiotaomicron, B. ovatus und P. bivia, die sowohl
hochaffine als auch nicht-bindende Angehdrige enthalten,
eine unterschiedliche Expression bakterieller Adhésine
vorliegen. Vermutlich muB fir die der Virulenz voraus-
gehenden Adhirenz optimale Anpassungsféhigkeit der
Oberflichenstrukturen fiir die entsprechenden Komparti-
mente des Makroorganismus gegeben sein.

Laminin, die Matrix der Basalmembran, ist durch relativ
hohen Kohlenhydratanteil charakterisiert und dient als
Kittsubstanz zwischen Bindegewebsfasern und Zellober-
flachen [16]. Eine bevorzugte Laminin-Adhéarenz wére bei
Bakterien zu erwarten, die durch aktives Eindringen in die
Epithelzellmatrix der Schieimhaute invasiv werden kén-
nen. In der vorliegenden Studie wiesen jedoch nicht die
virulenten Spezies B. fragilis und B. thetaiotaomicron,
sondern B. ovatus, B.—distasonis und B. caccae starke
Laminin-Bindung auf.

Das Mucopolysaccharid Mucin ist charakteristischer Be-
standteil des Schieimhautepithels [17]. Mucin besteht aus
dem Disaccharid N-Acetylneuraminsaure-Acetylglucos-
amin, das an ein Peptid gekoppelt ist. Die negativ gelade-
nen Neuraminsaurereste stoen sich ab, so dall das Mole-
kiil expandiert und stark hydratisiert werden kann [14, 18l.
Daraus resultiert die Schleimhautschutzfunktion dieser
Substanz. Auffiel bei allen Bacteroides- und Prevotella-
Stammen eine vergleichsweise starke Affinitat zu Mucin.
Die Ursache hierfir kénnte in der Doppelfunktion des Mu-
cins liegen, namlich als Bindungskomponente innerhalb
der Glykokalix epithelialer Oberflachen [17] und daneben
auch Nahrstoffsubstrat fiir Darmkeime [19] zu sein. Auch
am physiologischen Standort der Prevotella-Arten, dem
{Uro-)genitaltrakt, sind mukdése Oberflachen als Adhérenz-
vermittler vorhanden (4, 5]. :

N-Acetylneuraminsdure (NANA) bildet als Komponente
zelluldrer Strukturproteine einen moglichen Zielpunkt
Enzym-involvierter Rezeptorstrukturen der bakteriellen
Zelloberfliche [20]. Als Hydrolyseprodukt des Mucins

fi‘{hr’( r_\lANA bei den meisten Teststdmmen zu einer zwar
nicht intensiven, aber dem Mucin anndhernd parallelen
Adhaérenz.

Weitere Untersuchungen der bakteriellen Oberflachen-
rezeptorstrukturen sind fir das Verstandnis von Invasivitat
und Virulenz sowie topischen Verteilungsmustern dieser
Spezies im menschlichen Organismus notwendig.
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