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1. Einleitung

Vaginaler Ausfluss ist einer der haufigsten Griinde, der Frauen dazu veranlasst, die
gynakologische Praxis aufzusuchen. Als Hauptursache von vermehrtem Fluor
vaginalis ist bei Frauen im gebarfahigen Alter neben einer Pilzinfektion [5] und
anderen infektiologischen Ursachen das Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose
(BV) zu sehen [17,42,45,47,71]. So ist dieses Symptom signifikant mit BV assoziiert
[17]. In den USA sind es immerhin mehr als drei Millionen Frauen im Jahr, die an
Bakterieller Vaginose erkranken. Man kann also sagen, dass sie neben einer
Infektion mit Candida oder Trichomonaden [1], zu den haufigsten Erkrankungen der
Vagina [7,57] gehort, und es nicht selten zu rezidivierenden Episoden kommt [38,57].
Bei Frauen, die bereits friher aufgrund einer Bakteriellen Vaginose behandelt
wurden, kommt es mit einer fast dreimal hoheren Wahrscheinlichkeit zu einem
erneuten Auftreten des Krankheitsbildes der BV [47].

Einerseits ist dieses Krankheitsbild charakterisiert durch klinische Symptome, wie
graulich-homogenen Fluor [40,45,57,68,71] und auffallenden fischartigen Geruch
[40,45,68,71]. Dieses Symptom kann bei Uber achtzig Prozent der Patientinnen [19],
die an Bakterieller Vaginose leiden, nachgewiesen werden. Auffallend ist auf3erdem
das Fehlen von Leukozyten bei der mikroskopischen Untersuchung [35,45]
entzundliche Veranderungen oder Rotungen der Vaginalschleimhaut hingegen sind
selten [45]. In der Regel lassen sich keine Zeichen fur eine Vaginitis finden [19].
Andererseits gelten auftretende Beschwerden, wie vaginales Brennen, Juckreiz oder
auch Dyspareunie als eher untypisch und treten selten auf [19,40].

Bei dem Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose kommt es zu einer Abnahme
der Anzahl von aeroben Laktobazillen [23,38,39,45,46,47,57,62,67,68,71], die
normalerweise in der gesunden Scheidenflora vorherrschen. Hier ist vor allem der
Verlust der Wasserstoffperoxid-(H,O;)-produzierenden Laktobazillen [45,68], z.B.
Lactobacillus crispatus, als eine der hauptsachlich in der vaginalen Normalflora
vorkommenden H;O»-produzierenden Spezies [3] zu nennen. Solch eine
Konstellation ist im Gegensatz dazu bei Patientinnen, die an einer Candida- oder
Trichomonaden-Infektion erkrankt sind, nicht erkennbar [45].

Zum anderen kommt es, erst durch die Depopulation der Laktobazillen und die damit
fehlende Produktion von Wasserstoffperoxid geférdert [68], zu einem Uberwuchern
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anderer anaerober und fakultativ anaerober Bakterien [38,65,71]. Hier sind im
Besonderen Gardnerella vaginalis [23,45,46,57,71], aber auch anaerobe gram-
negative Stabchen, wie Bacteroides spp. [23,45,46,57], verwandte Bakterien, wie
Prevotella, Porphyromonas [23,46], und auch Mycoplasma hominis [23,45,46] zu
erwahnen. Auch Ureaplasma urealyticum [23,46] wird gefunden. Ebenso lassen sich
Peptostreptococcus species [23,57] und Mobiluncus spp. [23,29,57] nachweisen.
Von den anaeroben Bakterien werden die Enzyme Aminopeptidase und
Decarboxylase, deren Fahigkeit darin liegt, Aminosauren und andere Verbindungen
zu Aminen umzuwandeln [57,67,68], produziert [57,68]. Durch die steigende Anzahl
dieser Bakterien, lasst sich eine erhdhte Aktivitat dieser Enzyme feststellen [25,75].
Diese Konstellation ist in Kombination mit der, aufgrund der abnehmenden Zahl von
Laktobazillen, gleichzeitig noch hinzukommenden fehlenden Herstellung von
Milchsaure ursachlich fur den erhdhten vaginalen pH-Wert [67,68] und den extremen
Ausfluss, unter dem die Frauen leiden [57,68].

Wurde der pH-Wert beim Geschlechtsverkehr durch mannliches Ejakulat alkalisiert,
sind Wasserstoffperoxid-produzierende Laktobazillen in der Lage, das
Scheidenmilieu wieder anzusauern und den pH-Wert damit zu senken [45].
Aulerdem verursacht die erhdohte Freisetzung der Amine den fur die Bakterielle
Vaginose typischen fischartigen Geruch [67]. Haufig wird dieser erst durch Zugabe
von ein bis zwei Tropfen zehnprozentiger Kalilauge zu dem gewonnenen

Scheidensekret verstarkt [19,45] und somit leichter diagnostiziert.

Es existieren verschiedene Klassifikationen nach denen das Krankheitsbild der
Bakteriellen Vaginose eingeteilt bzw. diagnostiziert werden kann.

So kann die Diagnose entweder klinisch (Amsel et al. criteria) [2,19,20], nach
mikroskopischen Gesichtspunkten [20], indem der Nachweis so genannter
Schlusselzellen (,clue cells®) gelingt [19,71], oder nach kulturellen Kriterien [20]
gestellt werden, d.h. es lassen sich BV-assoziierte Bakterien, vor allem Gardnerella
vaginalis anzuchten. Die Problematik liegt allerdings darin, dass zum einen der
Nachweis von clue cells bei Bakterieller Vaginose nicht zwingend ist und zum
anderen der alleinige Nachweis von Gardnerella vaginalis nicht aussagekraftig ist, da
Gardnerella vaginalis durchaus in der physiologischen vaginalen Normalflora

vorkommen kann [71].



Am haufigsten orientiert man sich an Amsel’s Kriterien, welche auch in der Literatur
mehrfach beschrieben werden [2,36,38,45,71]. In diesem Fall gilt die Diagnose als
bestatigt, wenn drei der folgenden vier Kriterien zutreffen:

1, Bei den Patientinnen ist ein dinnflissiger, homogener Ausfluss
feststellbar.

2, Nachweis eines pH-Wertes, der grofier oder gleich 4.5 betragt.

3, Es liegt ein positiver Amintest vor.

4, Der Nachweis von ,clue cells* im Abstrich ist gegeben.

Schlusselzellen gelten als typischer Befund bei Bakterieller Vaginose. Sie entstehen
durch Desquamation vaginaler Epithelzellen verursacht durch bakterielle Zytotoxine.
An diese abgeschilferten Epithelzellen heften sich die Bakterien, im besonderen
Gardnerella vaginalis an und es entstehen die pathognomonischen blau getlpfelten
,clue cells® [57,67].

e

Abbildung 1: eine clue cell, dicht von Bakterien Uberlagert [72].
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Es lielen sich in Studien einige verschiedene Faktoren feststellen, die mit
Bakterieller Vaginose assoziiert sein konnen. So besteht ein signifikanter
Zusammenhang mit BV im Besonderen bei Frauen, die ein Intrauterinpessar
verwenden [2,4,46,56]. Haufiger wird dieses Krankheitsbild bei sexuell aktiven
Frauen mit einer hohen Anzahl wechselnder Sexualpartner nachgewiesen [2,39,42],
es korreliert auch mit einer vorausgegangenen Infektion mit Trichomonas vaginalis
[2].

Die der Bakteriellen Vaginose zugrunde liegenden Ursachen sind allerdings nicht
geklart [19,23,39,57,66] und werden vielseitig diskutiert. Ein Ansatzpunkt ist die
Uberlegung, dass die mikrobiologischen Veranderungen den hormonellen
Schwankungen wahrend des Menstruationszyklus unterliegen [30,31,38,66,67].
Meist kommt es bei den Frauen kurz nach der Menstruation, wenn der Ostradiol-
Spiegel erhoht ist, zum Auftreten einer Episode [30,31]. Fur diese Theorie spricht
auch die Tatsache, dass aulerst selten prapubertare Madchen und
postmenopausale Frauen an Bakterieller Vaginose erkranken [38]. Oft unterstltzen
erst andere exogene Faktoren, wie die Einnahme von Antibiotika oder Nikotinabusus
die Manifestation der Stérung in der vaginalen Mikroflora [39,66,67].

Eine andere Mdglichkeit, die in Betracht gezogen werden muss, ist die Uberlegung,
dass es sich bei der Bakteriellen Vaginose um eine sexuell Ubertragbare Erkrankung
handelt [2,8,12,37,42,48]. Weiterhin wird diskutiert, ob die Bakterielle Vaginose
moglicherweise lediglich eine mikrobiologische Fehlbesiedelung der Vagina darstellt
[45]. In Erwagung wird auch gezogen, dass eine atypische Mikroflora bei manchen
Frauen den genetisch bedingten normalen Status der Scheidenflora darstellt [39].

Die Frage, warum einige Frauen nicht in der Lage sind, diese Bakterien vollstandig
zu beseitigen beziehungsweise sie auszuschalten oder sie zumindest auf eine Zahl,
die zu keiner Pathologie flhrt, minimieren zu kénnen, bleibt noch zu klaren [19]. Es
ware also zu untersuchen, ob eine erhohte Anfalligkeit aufgrund genetischer
Disposition oder eine Veranderung der lokalen Immunantwort in der Scheide vorliegt
[19].

Fir die Abwehr bakterieller Infektionen ist hauptsachlich die zellvermittelte
Immunantwort verantwortlich. Verschiedene bakterielle Oberflachenantigene kdnnen
von Makrophagen gebunden werden, wodurch es zur Aktivierung von Phagozyten

kommt. Diese beginnen daraufhin, bestimmte pro-inflammatorische Mediatoren und
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Zytokine freizusetzen, die dann die Entzindungsreaktion auslésen und die weitere
Aktivierung und Differenzierung der T-Zellen beeinflussen [28,33].

Entscheidend fur die T-zellulare Abwehr sind CD4+ - T-Helferzellen der MHC-Klasse
I, die verschieden Zytokine sezernieren [54] und entsprechend in die
Subpopulationen vom Ty1- oder Ty2-Typ unterteilt werden kdénnen [33]. Ty1- und
Tw2-Zellen sezernieren unterschiedliche Typen von Zytokinen, die sich aber zum Teil
Uberschneiden und die ihre unterschiedlichen Aufgaben definieren [28,33]. Auch
beeinflussen die Zytokine selbst die Differenzierung der T-Helferstammzellen in
Richtung einer Ty1- oder Ty2-Antwort [52,64].

Pro-inflammatorische Zytokine vom Ty1-Typ, wie zum Beispiel Interleukin-2 (IL-2), IL-
6 und IL-12, Interferon-gamma (INF-gamma) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-
alpha) [33,50], fordern die zellulare Immunitat, stimulieren die Stickstoffmonoxid-
Produktion [16] und inhibieren zugleich die Zytokine vom Tn2-Typ.

Der Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) gehoért neben Interleukin-6 zu den
Entzindungsparametern, die im Rahmen einer beginnenden inflammatorischen
Reaktion am friihesten gemessen werden konnen [34].

In dieser Studie wird unter anderem IL-1ra im Vaginalsekret der Patientinnen und der
Kontrollgruppe bestimmt. Hierbei handelt es sich um ein 17 kilo Dalton (kDa) grof3es
Protein [26], das als Monomer [28] vorliegt.

Sezerniert wird dieses Zytokin hauptsachlich von Makrophagen und mononuklearen
Phagozyten [26,28,33]. IL-1ra liegt in glykosilierter und in nicht glykosilierter Form
vor. Beide Formen binden mit der fast gleichen Affinitat wie Interleukin (IL)-1 an den
IL-1-Rezeptor, ohne ihn allerdings zu aktivieren. Das bedeutet, dass der Vorgang der
intrazellularen Signaltransduktion, die sonst durch Bindung von IL-1 an den Rezeptor
stattfindet, nicht ausgeldst wird [26,28]. In dieser Funktion spricht man von einem
kompetitiven Inhibitor des IL-1 [26,33].

Es wird des weiteren IL-6 im Vaginalsekret nachgewiesen. Bei diesem Zytokin
handelt es sich um ein aus 182 Aminosauren bestehendes monomeres [28] Protein,
das 26 kDa grof} ist und an den Positionen 73 und 172 glykosiliert ist. Das Gen, das
h-IL-6 kodiert, liegt auf Chromosom 7 p 21 — p 14, und enthalt funf Exons.

IL-6 wird nach entsprechender Stimulation durch IL-1, TNF-alpha oder bakterieller

Endotoxine von verschiedenen Zelltypen produziert. Neben T- und B-Lymphozyten
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sind hauptsachlich Monozyten bzw. Makrophagen, Fibroblasten und vaskularen
Endothelzellen von Bedeutung. IL-6 kann seine eigene Synthese jedoch auch selbst
stimulieren. Glucocorticoide hingegen haben eine hemmende Wirkung auf die
Produktion von IL-6.

Bei IL-6 handelt es sich um ein pleiotrop wirkendes Zytokin. Es steht einerseits im
Zusammenhang mit der antigenspezifischen Immunantwort, anderseits nimmt es
auch Einfluss auf die Entzindungsreaktion, indem es als physiologischer Stimulus
die Produktion der Akuten-Phase-Proteine in der Leber bewirkt [53].

Es induziert die Differenzierung der B-Zellen und die Aktivierung von T-Zellen und
fordert im Zusammenspiel mit IL-2 die Differenzierung von reifen und unreifen T-
Zellen zu zytotoxischen T-Zellen.

Der IL-6-Rezeptor wird neben peripheren Monozyten auf T-Zellen und Mitogen-
aktivierten B-Zellen exprimiert. Interessant ist, dass er zwar auf ruhenden T-Zellen,
nicht aber auf ruhenden B-Zellen exprimiert wird.

Als weiteres pro-inflammatorisches Zytokin wird IL-12 untersucht, welches ebenfalls
aus dem Vaginalsekret bestimmt wird. Bei IL-12 handelt es sich um ein 75 kDa
heterodimeres Glykoprotein [32] mit einer Lange von 197 und 306 Aminosauren [28],
bestehend aus einer 40 kDa grof3en Untereinheit und einer kleinen Untereinheit von
35 kDa [69]. Diese beiden glykosilierten Ketten sind Uber Disulfidbriicken kovalent
miteinander verbunden, dadurch ist die biologische Aktivitat gegeben.

Das Gen, das die p40-Untereinheit des h-IL-12 kodiert, liegt auf Chromosom 5 q 31 —
5 q 33 [69], das Gen flr die p35-Kette auf Chromosom 3 p 12 — 3q 13,2 [69].
Produziert wird IL-12 von Monozyten [63] bzw. Makrophagen [28] und peripheren
Lymphozyten, allerdings betrifft das fast ausschliel3lich B-Zellen, denn von T-Zellen
wird es nicht sezerniert [26,63]. Durch entsprechenden Zelloberflachenkontakt als
Antwort auf eine bakterielle Infektion wird die IL-12-Produktion induziert, zusatzlich
dazu findet eine Regulation durch andere Mediatoren, wie IL-10 und Prostaglandin
E, (PGEy) statt [63].

IL-12 ist ein zentraler Bestandteil bei der Aktivierung der zelluldaren Immunantwort
und Entziindungsreaktion [63]. Es induziert die Proliferation humaner Lymphoblasten
[26] als auch die Proliferation und zytotoxische Aktivitdt von Natural Killer (NK)—
Zellen [26,28,32,69]. Zusammen mit Interleukin-2 hat IL-12 einen synergistischen
Effekt und fordert die Produktion so genannter Lymphokin-aktivierter Killer-Zellen

(LAK-Zellen) [26]. IL-12 selbst bewirkt die Synthese von IFN-gamma in peripheren
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Lymphozyten [26]. Im Zusammenwirken mit IFN-gamma wird erreicht, dass die
Entwicklung von stimulierten CD4-T-Zellen vor allem in Richtung Ty1-Zellen lauft
[28], und es im Weiteren zur Differenzierung von Ty1-Zellen kommt.

AuRerdem fordert es die Expression der R2-Untereinheit des IL-12-Rezeptors (IL-
12R), welche selektiv auf Ty1-Zellen exprimiert wird [52]. Dagegen wird IL-12R 31
auf Ty1- und Ty2-Zellen in gleicher Weise exprimiert. [52,64] Interessant ist auch,
dass IFN-gamma ebenso die Expression von IL-12R 32 induziert, wahrend IL-4 die
Expression von IL-12R 32 hemmt [64].

Im Ausgleich zu den pro-inflammatorischen Zytokinen vom Ty1-Typ liegen auch so
genannte anti-inflammatorische Zytokine, die von den Ty2-Zellen sezerniert werden,
vor. Sie funktionieren als Inhibitoren der pro-inflammatorischen Zytokine. Zu dieser
Gruppe werden beispielsweise die Zytokine IL-4, IL-5, und IL-10 [50], welche B-

Zellen aktivieren [28], gezahlt.

IL-10, das auch in unserer Studie untersucht wird, liegt als ein 160 Aminosauren
langes, nicht kovalent-gebundenes Homodimer vor und hat eine Grof3e von 35 kDa
[13,26,28,61]. Das Gen, das humanes IL-10 codiert, enthalt vier Exons [26].

Es wirkt als ein Hauptmediator in der Suppression der Immunantwort und ist somit
bei der Entstehung von Entzindungsreaktionen von Bedeutung [18]. IL-10 inhibiert
als anti-inflammatorisches Zytokin die Synthese der Zytokine der Ty1-Antwort, unter
anderem IFN-gamma [26,53]. IFN-gamma ist hauptsachlich fur die Aktivierung der
Makrophagen verantwortlich, bei einem Fehlen kommt es zur Hemmung der
zellvermittelten Immunitat [28,58]. Aulerdem induziert IL-10 bei B-Zellen die
Antikdrperproduktion und einen Anstieg der MHC-Klasse Il [28]. Ein co-
stimulierender Effekt wird ihm bei der Proliferation von Mastzellen zugeschrieben
[26].
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1.2. Problemstellung

Das Ziel unserer experimentellen Studie ist es, neue Erkenntnisse uUber das
Zusammenspiel des Krankheitsbildes der Bakteriellen Vaginose und der lokalen
vaginalen Immunitat zu gewinnen.

Da die Scheide als immunkompetentes Organ angesehen werden kann, soll die
Rolle der lokalen Immunitat der Vagina durch Messung von Ty1- und Ty2-
spezifischer Zytokine mittels Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay (Elisa) genauer
geklart werden. Um zu verdeutlichen, ob bei Bakterieller Vaginose Veranderungen
der lokalen zellvermittelten Immunitat vorliegen, bestimmen wir in unserer Studie im
Hinblick auf mdgliche neue diagnostische und therapeutische Ansatze daher die pro-
inflammatorischen Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-12 sowie das anti-
inflammatorische Zytokin Interleukin-10 im Vaginalsekret.

In diesem Zusammenhang untersuchten wir 45 symptomatische Patientinnen der
»Mikrobiologischen Spezialsprechstunde® im Klinikum Grof3hadern der Universitat

Muanchen und 36 asymptomatische Frauen, die als Kontrollgruppe dienten.
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2. Eigene Untersuchungen

2.1. Material

Von Biosource Europe S.A., 1400 Nivelles, Belgien wurden die fir den Elisa des
Zytokins IL-1ra notwendigen Materialien bezogen.

Wahrend die Materialien zur Bestimmung der Zytokine IL-6, IL-10 und IL-12 von
Biosource International, Inc., Camarillo, Californien 93012 USA, stammten.

Als das fur die Verdunnungen notige destillierte Wasser wurde Ampuwa fur
Spulzwecke von Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d. H.,,

Deutschland verwendet.

Die einzelnen Materialien werden im jeweiligen Kapitel nochmals einzeln aufgegriffen

und im Zusammenhang genau erklart.

2.2. Patientinnen

2.21. Patientengut

Im Rahmen der mikrobiologischen Sprechstunde des Klinikum Grof3hadern wurden
58 Patientinnen mit dem vorrangigen Beschwerdebild des wassrigen Fluors
verbunden mit fischartigem Geruch untersucht. Manche Patientinnen klagten auch
uber Brennen oder vaginalen Juckreiz. Bei 45 dieser Patientinnen wurde die
Diagnose Bakterielle Vaginose gestellt. Um in unsere Testreihe aufgenommen zu
werden, mussten drei der folgenden Einschlusskriterien zutreffen, das Symptom des
vaginalen Fluors, fischartiger Geruch - haufig erst verifiziert durch den Amintest,
Bestimmung eines Reinheitsgrades Il, Il — Il oder lll, ein pH-Wert groRer oder gleich
4.5 oder der Nachweis von clue cells. Das Durchschnittsalter der Patientinnen mit
Bakterieller Vaginose lag bei 30,0 Jahren (Alter 19 — 47 Jahre).

Als Kontrollgruppe wurden 36 asymptomatische Frauen ohne das Bild einer

Bakteriellen Vaginose ausgewahlt. Diese kamen meist zur Routinekontrolle in die
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Sprechstunde, ohne ein Beschwerdebild. Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe
lag bei 33.7 Jahren (Alter 16 — 58 Jahre).

Patientinnen, bei denen eine andere Infektionskrankheit, wie Trichomonaden,
Chlamydien oder Gonorrhd nachgewiesen wurde oder die an einer Candidainfektion

litten, wurden von den Untersuchungen unsere Studie betreffend ausgeschlossen.

2.2.2. Vaginalabstriche

Bei jeder Patientin wurden Vaginalabstriche vom hinteren Scheidengewdlbe mit
gepruften Wattetragern entnommen.

Um Abstrichmaterial zur Bestimmung der Zytokine zu erhalten, wurde zusatzlich
folgendermalien vorgegangen: Es wurden 2 ml einer 0.9 % igen Kochsalzldsung
mittels einer Dreimilliliter-Spritze in die Vagina eingebracht und mit Hilfe eines
Wattetragers im hinteren Scheidengewdlbe kurz vermengt, anschliefend mit
derselben Spritze wieder aufgesogen und noch am selben Tag wie folgt weiter
verarbeitet: Der Inhalt der Spritze wurde auf zwei Eppendorfreaktionsgefalie
aufgeteilt, um dann mit beiden GefalRen gleichermalRen zu verfahren. Durch kurze
Gabe des Eppendorfgefalies auf das Vortex-Gerat erreichte man ein Vermengen des
Inhalts. Im Anschluss war das Eppendorfreaktionsgefald bei 5000 rounds per minute
(rpm) fiir zwei Minuten zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde abpipettiert, in ein
steriles Eppendorfgefald gegeben und das Sediment in 0.5 ml PBS resuspensiert.
Dann wurden beide GefalRe bei -80° Celsius tief gefroren bis sie zur weiteren
Untersuchung bendétigt wurden. Fur die im Rahmen dieser Studie durchgeflhrten
Bestimmungen von Interleukinen mittels Elisa bendtigten wir jeweils den so

gewonnenen Uberstand.

3. Diagnostik

3.1. Amintest

Hierbei wurden dem Scheidensekret ein bis zwei Tropfen einer gebrauchsfertigen

zehnprozentigen Kalilauge zugegeben. Dadurch konnte man bei Verdacht auf
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Bakterielle Vaginose, den hierflr typischen fischartigen Geruch verstarken bzw.

verifizieren. Als Synonym wird auch die Bezeichnung KOH-Probe verwendet.

3.2 Reinheitsgrad

Der Reinheitsgrad gibt Auskunft Uber den unterschiedlichen Erreger- und Zellgehalt
des Scheidensekrets. Dazu erfolgt die mikroskopische Untersuchung des
Nativpraparates.

Fur die Einteilung des Reinheitsgrades (RHG) im Nativpraparat existiert folgendes

Schema:

RHG 0 ,Leeres Bild“: ausschlieBlich Epithelzellen, keine oder wenig
Mikroorganismen, wie z.B. nach Zytostase oder vaginaler
Chemotherapie

RHG | ,Reine” Ddderlein-Flora: zahlreiche Doderleinstabchen, keine Bakterien

RHG I Mischflora: wenig Doderleinstabchen, uberwiegend Bakterien,
Leukozyten

RHG I ,Reine“ Bakterien-Flora: keine Doderleinstabchen, massenhaft

Bakterien und Leukozyten

Da oft Zwischenbefunde vorliegen und eine exakte Zuteilung zu einem Grad nicht
moglich ist, gibt es die entsprechenden Einteilungen: RHG | bis Il, Il bis Il [72], die

auch von uns zur Beschreibung des Reinheitsgrades verwendet wurden.
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3.3. pH-Wert

Um den pH-Wert zu bestimmen, verwendeten wir als einfache und preiswerte
Methode pH-Streifen. Diese wurden in den Fluor vaginalis kurz eingetaucht und so

konnte der pH-Wert sofort abgelesen werden.

3.4. Clue cells

Typisch fur die Bakterielle Vaginose sind so genannte, auch als Schlisselzellen
bezeichnete, clue cells. Hierbei handelt es sich um Scheidenepithelien, denen dicht
Bakterien aufgelagert sind.

Fur den Nachweis dieser Schllsselzellen wurde einem Tropfen des Scheidensekrets,
der auf einem Objekttrager alkoholfixiert wurde, ein Tropfen einer 1-prozentigen
Methylenblau-Lésung zugegeben. Anschlielend konnte bei der mikroskopischen
Untersuchung bereits mit einem 40-fachen Objektiv die bakterielle Besiedelung

beurteilt werden.

3.5. Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)
3.5.1. Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist
3.5.1.1. Reagenzien

Die bendétigten Materialien wurden von BioSource Europe S.A., 1400 Nivelles,
Belgien, geliefert (Cytoscreen Kit # KAC 1182).

Zur Verdunnung des gepufferten Waschlosungskonzentrats wurde Ampuwa fur
Spulzwecke, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d. H,

Deutschland, verwendet.

- Humanes Interleukin (h-IL) — 1ra Standard
- Puffer zur Verdinnung des Standards

- Anti-h—IL-1ra—Antikorper-beschichtete Reaktionsgefalle
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- Anti-h-IL-1ra-Biotin Konjugat

- Inkubationspuffer

- 100-fach konzentrierte Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- Lésung zur Verdinnung der Streptavidin-Peroxidase (HRP)
- Gepuffertes Waschlésungskonzentrat (25 x)

- Tetramethylbenzidin-Substratlésung (TMB)

- Stopplosung

- Abdeckstreifen

- Halterahmen

3.5.1.2. Reagenzienvorbereitung

Humanes IL-1ra Standard

Hierbei wurde der Standard in einer Standardverdinnungslésung zu 10000 pg/ml
aufgelost. Um eine komplette Auflosung zu gewahrleisten, lie® man die Losung fur
zehn Minute ruhen. Indem 0.200 ml dieser Verdinnung zu 0.800 ml des
Standardverdinnungspuffers gegeben wurden, erhielt man eine
Standardkonzentration von 2000 pg/ml. Nun erfolgte die Herstellung einer
Standardverdinnungsreihe nach folgendem Schema: Durch Mischung von jeweils
400 ul der vorangehenden Standardkonzentration mit 400 pl des
Standardverdinnungspuffers erhielt man eine Verdinnungsreihe mit folgende
Konzentrationen: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml und 31.3 pg/ml.

Streptavidin-HRP-Verdiinnungslésung

Abhangig von der Anzahl der Streifen, die man bendtigte, wurde die
Streptavidinlosung vorbereitet. So wurden pro Streifen mit je acht Vertiefungen 10 pl
der 100-fach konzentrierten Streptavidin-Peroxidase mit 1 ml der Streptavidin-HRP-
Verdlinnung gemischt. Bei einer bendtigten Anzahl von funf Streifen, d.h. vierzig
Vertiefungen benotigte man 50 pl der Streptavidin-Peroxidase vermengt in 5 ml der

Streptavidin-HRP-Verdunnung.
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Gepufferte Waschlbsung

Die Herstellung erfolgte durch Verdinnen von 100 ml des Waschpufferkonzentrates

in 2400 ml destillierten Wassers.

Alle weiteren Reagenzien wurden gebrauchsfertig geliefert.

3.5.1.3. Durchfiihrung

Als erstes wurden die bendtigte Anzahl von Reihen mit je acht Mikrokuvetten zum
Ansatz von Standard, Kontrollen und Patientenproben vorbereitet und in den
passenden Halterahmen gegeben.

Nachdem in jede Vertiefung flr Standard, Kontrolle und Patientenproben 100 pl des
Inkubationspuffers pipettiert worden waren, wurden je 100 ul des Standards, der
Kontrollen bzw. der Patientenproben hinzugefigt. Man begann mit der
Standardverdinnungsreihe, ausgehend von der Standardkonzentration mit 2000
pg/ml. Um eine Standardkonzentration von 0 pg/ml zu erreichen, wurden in die
Mikrokuvette zu den 100 pl des Inkubationspuffers lediglich 100 ul des
Standardverdinnungspuffers einpipettiert.

Im nachsten Schritt waren 50 pl der Ligand-markierten Anti-IL-1ra-Antikorperldsung
hinzu zu geben. Nach diesem Vorgang musste die Mikrotiterplatte zur Verhinderung
von Unreinheiten mit einer Abdeckfolie abgeklebt und flir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert werden.

Daraufhin wurden die nicht gebundenen Antikorper durch viermaliges Wiederholen
des Waschvorgangs entfernt. Dazu erfolgte ein Einpipettieren von 400 ul des
Waschpuffers in jede Vertiefung, um anschlieBend wieder abpipettiert zu werden.
Nach dem vierten Waschvorgang wurde die Mikrotiterplatte sanft auf weichem,
saugfahigem FlieRBpapier ausgeklopft, um eventuelle Ruckstande der Waschlosung
zu entfernen.

AnschlieBend wurden je 100 pl der Streptavidin-HRP-Verdlinnungslésung zu
gegeben. Diese Loésung enthielt das fur die Farbreaktion ursachliche Enzym
Streptavidin-Peroxidase. Nun war eine erneute Inkubationszeit von sechzig Minuten
bei Raumtemperatur einzuhalten. Danach erfolgte wieder ein viermaliges Waschen

der Mikrotiterplatte, bevor in jede Vertiefung 100 ul der Tetramethylbenzidin-
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Substratlésung pipettiert wurden, wodurch es zu der gewollten Blaufarbung kam. Bei
der dreiRigminitigen Inkubation bei Raumtemperatur war darauf zu achten, die
Mikrotiterplatte ins Dunkle zu stellen, da der Farbstoff lichtempfindlich ist und es
sonst zu einer Verfalschung der Reaktion gekommen ware.

Um die Farbreaktion zu beenden, waren 100 ul der Stopplésung hinzu zu geben.
Das musste allerdings bereits nach 15 Minuten erfolgen, um eine zu intensive
Farbreaktion zu verhindern, welche dann vom Spektralphotometer nicht mehr
gelesen werden konnte. Durch die Zugabe der Stoppldsung erreichte man einen
Farbumschlag nach Gelb.

Innerhalb einer Stunde, nachdem die Stoppldsung zugegeben worden war, wurde in
einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 450 nm die optische Dichte
(OD) sowohl des Standards als auch der Kontrollen und Proben gegen TMB und die

Stoppldsung (je 100 ul/Mikroklvette) gemessen.

3.5.1.4. Auswertung der Messergebnisse

Sowohl bei Proben von Patientinnen als auch bei Proben der Kontrollgruppe konnte
vom Spektralphotometer keine optische Dichte ermittelt werden.

Das von uns verwendete Gerat misst in einem Bereich bis zu einer Wellenlange von
602 nm. Den Angaben des Herstellers zufolge waren die OD des Standards und der
Proben bei einer Wellenlange von 450 nm zu messen. Insofern kann man davon
ausgehen, dass es sich nicht um einen Messfehler handelt.

Daraufhin wurde die Untersuchung mit einem neu bestellten Kit durchgefuhrt, um
auszuschlielen, dass es sich um produktionsbedingte fehlerhafte Reagenzien
handelt. Doch es stellte sich dieselbe Problematik dar. Es wurde versucht, durch
Verdunnen der Proben, ein verwertbares Ergebnis zu erlangen. Doch auch die
Verdunnungsschritte von 1:10, 1:500, 1:1000, 1:2000 und schlie8lich bis zu 1:5000
zeigten keine messbaren Ergebnisse. Insofern waren die Ergebnisse der IL-1ra-
Messungen nicht zu verwerten und kénnen auch im Weiteren nicht in unserer Studie

verwendet werden.
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3.5.2. Interleukin-6 und Interleukin-12

3.5.21. Reagenzien

Die fir den Nachweis von IL-6, IL-10 und IL-12 verwendeten Materialien wurden alle
bei BioSource International, Inc., Camarillo, Californien 93012 USA, bestellt
(Immunoassay Kit # KHC 0062, # KHC 0102 und # KHC 0122).

Bei allen drei Interleukinbestimmungen wurde der 25-fach konzentrierte Waschpuffer
in Ampuwa fir Spulzwecke, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d.

H., Deutschland verdinnt.

- Humanes Interleukin-6 (h-IL—6) bzw. h-IL-12 Standard

- Puffer zur Verdinnung des Standards

- h-IL-6 bzw. h-IL-12 Antikorper-beschichtete Mikrokuvetten

- h-IL-6 bzw. h-IL-12 Biotin Konjugat

- 100-fach konzentrierte Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- Lésung zur Verdinnung der Streptavidin-Peroxidase (HRP)
- Gepuffertes Waschlésungskonzentrat (25 x)

- Tetramethylbenzidin-Substratlésung (TMB)

- Stopplosung

- Abdeckstreifen

- Halterahmen

3.5.2.2. Reagenzienvorbereitung

Da sich die Herstellung des Humanen Standards fur IL-6, IL-12 und IL-10 in
einzelnen Schritten unterscheidet, erfolgt jeweils zugehorig eine exakte

Beschreibung.

Humanes IL-6 Standard
Zuerst wurde der Standard zu 2500 pg/ml in der gepufferten Standardldsung

verdinnt. Hierzu war eine Ruhezeit von zehn Minuten einzuhalten, damit sich der

Standard vollkommen in der Standardlésung zersetzen konnte. Um eine
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Standardkonzentration von 500 pg/ml zu erreichen, wurden 0.200 ml des nun
aufgeldsten Standards in 0.800 ml der Pufferldésung gegeben. Zur Herstellung einer
Standardverdinnungsreihe wurden jeweils 0.300 ml der vorhergehenden
Standardkonzentration in 0.300 ml der Pufferldsung pipettiert. So erhielt man nach
mehrmaligem Wiederholen dieses Schrittes Standardldsungen mit folgenden
Konzentrationen: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6
pg/ml und 7.8 pg/ml.

Humanes IL-12 Standard
Um eine Standardvergleichsreihe herzustellen, wurde als erstes der Standard zu

einer Konzentration von 5000 pg/ml in der Standardverdinnungslosung verdinnt,
dazu liel® man die Losung zehn Minuten ruhen. Als nachsten Schritt waren 0.100 ml
dieses Standards in 0.900 ml der Standardverdinnung zu geben. Die so erhaltene
Standardkonzentration enthielt dann 500 pg/ml humanes Interleukin-12. Um eine
Verdunnungsreihe zu erhalten, wurden, ausgehend von dem Standard mit der
Konzentration von 500 pg/ml, je 0.200 ml der vorangehenden Standardverdinnung
in 0.200 ml der Standardverdinnungslésung gegeben. Die so hergestellten
Standardkonzentrationen betrugen 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2
pg/ml, 15.6 pg/ml und 7.8 pg/ml.

Streptavidin-HRP-Verdiinnungslésung (IL-6, IL-12 und IL-10)
Die Vorbereitung der Verdunnungslosung erfolgte fur IL-6, IL-12 und IL-10 analog.

Aus diesem Grund wird nur einmal die genaue Vorgehensweise beschrieben.

Hierzu wurden pro Reihe zu je acht Vertiefungen 10 pl der 100-fach konzentrierten
Streptavidin-Peroxidase in 1 ml der Streptavidin-LOsung verdunnt. Bei einer
bendtigten Anzahl von flnf Streifen, d.h. vierzig Vertiefungen bendtigte man 50 ul der

Streptavidin-Peroxidase vermengt in 5 ml der Streptavidin-HRP-Verdinnung.
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Gepufferte Waschlésung (IL-6, IL-12 und IL-10)
Die Herstellung der Waschlésung von IL-6 entsprach der fur IL-12 und IL-10. Daher

wird dort auf eine Beschreibung verzichtet.
Durch Verdunnung von einem Teil des 25-fach konzentrierten Waschpuffers in 24
Teilen destilliertem Wasser (Ampuwa fur Spulzwecke) erhielt man insgesamt eine

Waschpufferldsung von 2500 ml.

Alle weiteren Reagenzien wurden gebrauchsfertig geliefert.

3.5.2.3. Durchfiihrung

In der Durchfihrung unterscheiden sich IL-6 und IL-12 in einzelnen Mengenangaben,

daher erfolgt in diesem Fall eine gesonderte detaillierte Angabe.

Zuerst wurden je nach Bedarf die erforderliche Anzahl der Streifen zu je acht
Mikrokuvetten flr Standard, Kontrollen und Patientenproben zurechtgelegt und in
einem entsprechenden Halterahmen fixiert.

Beginnend mit der hochsten Standardkonzentration von 500 pg/ml wurden in die acht
Vertiefungen des ersten Streifens fur IL-6 je 100 ul und fur IL-12 je 50 ul der
Standardverdinnungsreihe  einpipettiert. In  die  Mikroklvette, die eine
Standardkonzentration von 0 pg/ml enthalten sollte, war ausschlie3lich die
Standardpufferlosung zu geben. In die weiteren Mikrokuvetten mussten fur IL-6 je
100 pl und fur IL-12 je 50 pl der Kontrollen und der Patientenproben gegeben
werden.

Nachdem in jede Vertiefung 50 ul Ligand-markierte—Anti-IL-6-Antikrper bzw. 100 ul
des Biotin-bindenden humanen Interleukin-12 hinzu pipettiert worden waren, wurde
die Mikrotiterplatte mit einem Klebestreifen abgedeckt, um zu verhindern, dass es zu
Verunreinigungen kommt. Es folgte eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei
Raumtemperatur.

Nach der Inkubationszeit waren die nicht gebundenen Antikorper in jeder
Mikrokuvette auszuwaschen, indem die einpipettierten Losungen ausgegossen, und

dann jeweils viermal in jede Vertiefung 400 ul des Waschpuffers ein- und wieder
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abpipettiert wurden. Nach dem letzten Waschvorgang wurde die gesamte
Mikrotiterplatte auf weichem FlieRpapier ausklopft.

Nun erfolgte die Zugabe von 100 pul der Streptavidin-HRP-Verdinnungslosung in
jede einzelne Kuvette. Streptavidin-Peroxidase ist das fur den spateren
Farbumschlag verantwortliche Enzym. Nach jetzt dreiBigminitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Mikrotiterplatte nochmals, wie bereits vorhin
beschrieben, viermal gewaschen. Durch die Zugabe von je 100 ul der
Tetramethylbenzidin-Substratiosung (TMB) begann der gewiunschte Farbumschlag
ins Blaue. Die Mikrotiterplatte wurde fur weitere dreiRig Minuten inkubiert, dieses Mal
war allerdings darauf zu achten, die Platte ins Dunkle zu stellen, da das TMB
lichtempfindlich ist und somit die Messung nicht korrekt gewesen ware.

Zur Beendigung der Farbreaktion wurden bereits nach zwanzig Minuten 100 pl der
Stoppldsung hinzu pipettiert, und damit zugleich verhindert, dass die Farbreaktion zu
intensiv und somit die optische Dichte zu hoch wird. Denn wenn sie zu hoch liegt,
kann sie vom Spektralphotometer, je nach Messbereich des jeweiligen Gerates nicht
mehr gelesen werden und es kame zu nicht-verwertbaren Ergebnissen. Durch die
Zugabe der Stopplosung erfolgte eine Farbumschlag von Blau nach Gelb.

Mit dem Spektralphotometer konnte abschlielRend innerhalb eines Zeitrahmens von
zwei Stunden bei einer Wellenlange von 450 nm die optische Dichte des Standards
und der Patientenproben gegen TMB und die Stopplosung (je 100 ul/Mikrokuvette)

ermittelt werden.

3.5.2.4. Auswertung der Messergebnisse fiir IL-6 und IL-12

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte fir Interleukin-6, Interleukin-10 als auch flr
Interleukin-12 nach demselben Schema. Aus diesem Grund wird nur einmal die
genaue Durchfuhrung zur Berechnung der Konzentrationen beschrieben. Fur IL-10
und IL-12 werden dann nur die entsprechenden Standardkurven gezeigt. Ebenso gilt
die Bezeichnung der Spalten fur das Beispiel eines Eingabefensters von
Standardkonzentration und OD in das Computerprogramm SPSS fir IL-10 und IL-12

analog.
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Mittels der Computerprogramme SPSS und Excel von Microsoft wurden die
bendtigten Standardkurven erstellt, um jeweils die gemessene optische Dichte in die
entsprechende Konzentration umrechnen zu kdnnen.

Zuerst wurden die festgesetzten Konzentration der Standardverdinnungsreihe,
namlich 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 7.8
pg/ml und O pg/ml, und die ihnen entsprechende optisch Dichte, die mittels
Spektralphotometer ermittelt worden war, in SPSS eingegeben. Dadurch wurde ein
Mittelwert der Optischen Dichte (OD) im Vergleich zur gemessenen OD errechnet
(Tab.1).

Interleukin-6
1 2 3 4 5 6
konz dichte fit_1 err_1 Icl_1 ucl_1
0,00 0,053
7,80 0,064
15,60 0,098
31,20 0,163
62,50 0,314
125,00 0,496
250,00 0,731
500,00 1,061

Tabelle 1: Eingabe von Standardkonzentrationen und OD fur IL-6 in das

Computerprogramm SPSS.

Spalte 1: Konzentrationen der Standardkurve in pg/ml
Spalte 2: Photometrisch gemessene optische Dichte in nm
Spalte 3: Mittels SPSS errechneter Wert

Spalte 4: Abweichung vom tatsachlich gemessenen Wert
Spalte 5: Untergrenze des Konfidenzintervalls

Spalte 6: Obergrenze des Konfidenzintervalls
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Nachdem man die gemessene optische Dichte als abhangige Variable und die
Konzentration als unabhangige Variable zugeordnet hatte und fir die
Kurvenanpassung ein kubisches Modell ausgewahlt worden war, erhielt man
schliel3lich die Standardkurve. Zur Veranschaulichung wird eine Standardkurve fur
IL-6 gezeigt (Abb.2).

Interleukin-6

1,2

1,04

optische Dichte
o

72 L | - ="
Beobachtet
0,0 il _ _ _ _ _ 5 Kubisch
-100 0) 100 200 300 400 500 600
Konzentration (pg/ml)
Abbildung 2: Im Computerprogramm SPSS erstellte Standardkurve fur IL-6.
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Die errechneten drei Variablen und die Konstante waren dann in das
Computerprogramm Excel zu Ubertragen, dadurch war es dann maéglich, zu jeder
zuvor photometrisch gemessenen optischen Dichte die jeweils zugehorige

Konzentration in pg/ml abzulesen.

Interleukin-12

1 2 3 4 5 6
konz dichte fit_1 err_1 Icl_1 ucl_1
0,00 0,044
7,80 0,065
15,60 0,108
31,20 0,163
62,50 0,271
125,00 0,527
250,00 0,947
500,00 1,560

Tabelle 2: Eingabe von Standardkonzentrationen und OD fur IL-12 in das

Computerprogramm SPSS.
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Interleukin-12

1,6

1,44

1,2+

1,04

optische Dichte
™

,6 4

4

2 O Beobachtet
0,0 O Kubisch

100 O 100 200 300 400 500 600

Konzentration (pg/ml)

Abbildung 3: Im Computerprogramm SPSS erstellte Standardkurve far IL-12.
3.5.3. Interleukin-10
3.5.3.1. Reagenzien

- Humanes Interleukin-10 (h-IL-10) Standard

- Puffer zur Verdinnung des Standards

- Inkubationspuffer

- h-IL-10 Antikorper-beschichtete Mikrokuvetten

- h-IL-10 Biotin Konjugat

- 100-fach konzentrierte Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- L6sung zur Verdunnung der Streptavidin-Peroxidase (HRP)
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- Gepuffertes Waschlésungskonzentrat (25 x)

- Tetramethylbenzidin-Substratlésung (TMB), stabilisiertes Chromogen
- Stopplosung

- Abdeckstreifen

- Halterahmen

3.5.3.2. Reagenzienvorbereitung

Humanes IL-10 Standard
Zunachst wurde der Standard in dem Standardpuffer zu 5000 pg/ml verdinnt, nach

einer Wartezeit von zehn Minuten war eine ganzliche Auflésung zu erwarten.
Anschlieend wurden 0.050 ml des so gewonnen Standards in 0.450 ml der
gepufferten Standardverdinnungslosung gegeben, um eine Standardkonzentration
von 500 pg/ml zu erhalten. Zur Herstellung der Standardverdiinnungsreihe wurden
jeweils 0.200 ml der vorher gewonnenen Standardkonzentration zu 0.200 ml der
Standardverdinnungslosung hinzugefliigt. Nach mehrmaligem Wiederholen dieses
Schrittes erhielt man folgenden Konzentrationen: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62.5 pg/ml, 31.2 pg/ml, 15.6 pg/ml und 7.8 pg/ml.

Alle weiteren Reagenzien wurden gebrauchsfertig geliefert.

3.5.3.3. Durchfiihrung

Nachdem die Mikroklvetten entsprechend der Anzahl von Standard, Kontrolle und
Proben vorbereitet und in einem Halterahmen befestigt worden waren, mussten
je 50 pul der Standardverdinnungsreihe, beginnend mit der hochsten
Standardkonzentration von 500 pg/ml, der Kontrolle und der Patientenproben in die
dazugehdrige Mikrokuvette pipettiert werden. Fur die Konzentration von 0 pg/ml
wurden 50 ul ausschliel3lich der Standardverdiinnungslésung in die entsprechende
Klvette gegeben und im Anschluss 50 ul des Inkubationspuffers hinzugefigt. Um

wahrend der zweistundigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur Verunreinigungen
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des Standards und der Patientenproben zu vermeiden, war die Mikrotiterplatte mit
einem Klebestreifen abzudecken.

Nach der Inkubationszeit wurden die Mikrokuvetten ausgewaschen, indem in die
einzelnen Vertiefungen jeweils 400 pl der zuvor hergestellten gepufferten
Waschldsung einpipettiert und im Folgenden wieder vollstandig abpipettiert wurden.
Dieser Vorgang war viermal zu wiederholen, um danach die Platte auf einem
weichen und saugfahigen Fliel3papier auszuklopfen, und somit eventuell
zurlckgebliebene Reste der Waschlosung zu entfernen.

Im nachsten Arbeitsschritt wurden in jede Mikrokuvette 100 pl des Biotin Konjugates
zugefigt. Im Anschluss war die Platte wieder abzudecken und fiur weitere zwei
Stunden bei Raumtemperatur zu inkubieren.

Es folgte wiederum viermalig der bereits oben beschriebene Waschvorgang, um die
nicht gebunden, freien Antikdrper zu entfernen.

AnschlieBend waren 100 pl der Streptavidin-HRP-Verdlinnungslésung, die das flr
den spateren Farbumschlag ausschlaggebende Enzym enthielt, hinzu zu geben.
Nach diesem Vorgang war eine Inkubationszeit von dreiBig Minuten bei
Raumtemperatur einzuhalten. Erneut wurde die Mikrotiterplatte viermal gewaschen,
bevor in jede Vertiefung 100 pl der Tetramethylbenzidin-Substratidsung (TMB)
eingefullt wurden, wodurch es zu einer Blaufarbung kam. Fir die erneute
Inkubationszeit von drei3ig Minuten bei Raumtemperatur war zu beachten, dass dies
im Dunkeln geschah, denn TMB ist auert lichtempfindlich.

Um die Reaktion abzubrechen und zu verhindern, dass die optische Dichte zu hoch
wird, wurden nach 25 Minuten 100 pl der Stopplésung hinzugefligt, wodurch es zu
einem Farbumschlag nach Gelb kam.

Innerhalb von zwei Stunden nach Zugabe der Stoppldésung wurde in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 450 nm die optische Dichte sowohl
des Standards als auch der Proben gegen TMB und die Stopplésung (je 100
pl/Mikrokuvette) gemessen.
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3.5.3.4. Auswertung der Messergebnisse

Interleukin-10

1 2 3 4 5 6
konz dichte fit_1 err_1 Icl_1 ucl_1
0,00 0,023
7,80 0,051
15,60 0,076
31,20 0,143
62,50 0,296
125,00 0,597
250,00 1,059
500,00 1,816

Tabelle 3: Eingabe von Standardkonzentrationen und OD fur IL-10 in das

Computerprogramm SPSS.
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Abbildung 4: Im Computerprogramm SPSS erstellte Standardkurve far IL-10.

3.6. Statistische Auswertung

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test zur statistischen Auswertung der Zytokin-
Konzentrationen zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe verwendet. Fur die
Testergebnisse wird der p-Wert angegeben und mit p < 0,05 als statistisch signifikant
angesehen.
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4. Ergebnisse der Untersuchungen

4.1. Zytokinbestimmung mittels Elisa

41.1. Interleukin-10

Um die Konzentration des anti-inflammatorischen Zytokins Interleukin-10 zu
ermitteln, wurde das Vaginalsekret von 45 symptomatischen und 36
asymptomatischen Frauen untersucht (siehe Abschnitt 3.5.3.).

IL-10 wirkt als ein Hauptmediator in der Suppression einer Entzindungsreaktion und

inhibiert zugleich die Freisetzung der Zytokine der Ty1-Antwort.

In Tabelle 4 und 5 werden die Ergebnisse zusammengefasst.

Interleukin-10

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n = 45) (n=36)

IL-10 Mittelwert (pg/ml) 2,14 4,00

IL-10 Minimum (pg/ml) 0 0

IL-10 Maximum (pg/ml) 36,00 49,00

Tabelle 4: Vergleich von Mittelwert, Minimal- und Maximalwert (pg/ml) zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe bei IL-10.
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Interleukin-10

Patientengruppe Kontrollgruppe p-Wert
(n =45) (n =36)
Interleukin-10
Median (pg/ml) 0,00 1,00 0,389744

Tabelle 5: Signifikanz und Medianwerte (pg/ml) bei IL-10 in Patienten- und
Kontrollgruppe.

Sowohl in der Gruppe der Frauen, bei denen das klinische Bild einer BV vorlag, als
auch bei den Frauen, die asymptomatisch waren, waren keine signifikanten
Veranderungen der Konzentrationen zu sehen. Bei beiden Gruppen lagen Mittelwert
und 50. Perzentile eng beieinander, insgesamt ergab sich ein sehr ahnliches
Verteilungsbild. Es lasst sich die Aussage treffen, dass mit einer Signifikanz von
p=0,389744 Frauen mit BV im Vergleich keine erhohten IL-10—Konzentrationen
erkennen lielen.

In der Patientengruppe waren die 25. und die 75. Perzentile bei 0 pg/ml und 2,50
pg/ml zu finden. Unter der 25. Perzentile lagen 51,1% (23/45), 24,4% (11/45) im
Bereich von 25. bis 75. und Uber der 75. Perzentile 24,4% (11/45). Die Werte fur die
Kontrollgruppe betrugen fur 25. Perzentile 0 pg/ml und fur die 75. Perzentile 2,75
pg/ml. Hier sah die Verteilung folgendermalen aus: Bei 36,1% (13/36) waren Werte
unter der 25. Perzentile, bei 38,9% (14/36) Werte zwischen 25. und 75. und bei
25,0% (9/36) Werte uber der 75. Perzentile zu finden.

Da IL-10 fur eine Ty2-Zell-vermittelte Immunantwort verantwortlich ist, spricht eine in
unserer Studie nicht nachweisbare Konzentrationsanderung fir eine fehlende Ty2-

Antwort des lokalen Immunsystems in der Scheide.
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4.1.2. Interleukin-6

Die Konzentration des IL-6 wurde, wie bereits in Abschnitt 3.5.2. beschrieben, aus
dem Vaginalsekret bestimmt.

Interleukin-6 wird in die Gruppe der pro-inflammatorischen Zytokine eingeordnet,
welche hauptsachlich von Zellen vom Ty1-Typ sezerniert werden.

IL-6 fordert die Aktivierung von Lymphozyten und fuhrt zu einer gesteigerten
Antikdrperproduktion [28].

Interleukin-6
Patientengruppe Kontrollgruppe
(n =45) (n =36)

IL-6 Mittelwert (pg/ml) 159,89 151,03

IL-6 Minimum (pg/ml) 0 0

IL-6 Maximum (pg/ml) 2100 1740

Tabelle 6: Vergleich von Mittelwert, Minimal- und Maximalwert (pg/ml) zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe bei IL-6.

In Tabelle 6 werden die in unserer Studie ausgewerteten Ergebnisse dargestellt.
Dabei lasst sich erkennen, dass es keinen signifikanten Unterschied in den IL-6-
Konzentrationen zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe gibt. Fur jede
einzelne Gruppe kommt es zu einer starken Streuung der Werte. So reicht die
Wertespanne bei den Frauen, bei denen BV diagnostiziert wurde, von 0 bis 2100
pg/m, bei den fur BV negativen Frauen von 0 — 1740 pg/ml.

Die 25. und die 75. Perzentile waren in der Patientengruppe 12,50 pg/ml und 181,00
pg/ml. Im Bereich der 25. Perzentile lagen 24,4 % (11/45), zwischen der 25. und 75.

Perzentile 51,1% (23/45) und uber der 75. Perzentile 24,4% (11/45). Fur die
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Kontrollgruppe betrugen die Werte fur die 25. und 75. Perzentile 16,25 pg/ml und
123,25 pg/ml. Hier sah die Verteilung folgendermaflRen aus: Werte unter der 25.
Perzentile waren bei 25% (9/36), dazwischen liegend bei 50% (18/36) und Uber der
75. Perzentile bei 25% (9/36) zu finden.

Im direkten Vergleich der Verteilung der IL-6-Konzentrationen in beiden Gruppen,
wird deutlich, dass die beiden Verteilungsmuster fast identisch sind. Die auftretenden
Unterschiede konnen mit p=0,782807 nicht als signifikant angesehen werden und es

ist eher an eine andere Ursache fur die Veranderung zu denken.

Interleukin-6

Patientengruppe (n=45)

40
30 -
:'G:J
X
£ 20-
)
:(©
I
10 -
0,0 400,0 800,0 1200,0 1600,0 2000,0
200,0 600,0 1000,0 1400,0 1800,0 2200,0
Konzentration in pg/ml
Diagramm 1: Haufigkeitsverteilung  der  IL-6-Konzentrationen bei der

Patientengruppe.
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Diagramm 2: Haufigkeitsverteilung  der IL-6-Konzentrationen bei  der

Kontrollgruppe.
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4.1.3. Interleukin-12

Auch IL-12, ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, wurde mittels Elisa aus dem
Vaginalabstrich beider Gruppen gemessen (siehe Abschnitt 3.5.2.).
IL-12 aktiviert NK-Zellen und induziert die Differenzierung von CD4-T-Zellen zu Ty1-

Zellen.

Interleukin-12

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n = 45) (n = 36)

IL-12 Mittelwert (pg/ml) 13,53 8,81

IL-12 Minimum (pg/ml) 0 0

IL-12 Maximum (pg/ml) 146 58

Tabelle 7:  Vergleich von Mittelwert, Minimal- und Maximalwert (pg/ml) zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe bei IL-12.

Auch aus der statistischen Auswertung der Ergebnisse, in der die Interleukin-12-
Werte der BV-Gruppe denen der Kontrollgruppe gegenubergestellt wurden, lielden
sich keine eindeutigen Unterschiede bezuglich der Interleukin-12-Konzentration
ermitteln.

Die Werte fur die 25. und die 75. Perzentile betrugen in der Gruppe der
symptomatischen Frauen 3,0 pg/ml und 15,50 pg/ml. Unter der 25. Perzentile lagen
22,2% (10/45), im Zwischenbereich 53,3% (24/45) und Uber der 75. Perzentile 24,4%
(11/45). Fir die Gruppe der asymptomatischen Frauen war die 25. Perzentile 3,0

pg/ml und die 75. Perzentile 11,0 pg/ml.
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Konzentrationen kleiner 3,0 pg/ml waren bei 19,4% (7/36) nachzuweisen, zwischen
25. und 75. Perzentile lagen 52,8% (19/36) und Werte grdlRer oder gleich 11,0 pg/mli
waren bei 27,8% (10/36) zu finden.

41.4. Vergleich der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-12

Bei beiden pro-inflammatorischen Zytokinen konnte kaum ein Unterschied zwischen
den beiden untersuchten Gruppen erkannt werden.

Mit einer Signifikanz von p=0,782807 fiur IL-6 und p=0,671506 fur IL-12 konnten wir
in unserer Studie keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Patienten-

und Kontrollgruppe nachweisen.

IL-6 und IL-12
Patientengruppe Kontrollgruppe p-Wert
(n =45) (n=36)
Interleukin-6
Median (pg/ml) 28,00 54,00 0,782807
Interleukin-12
Median (pg/ml) 7,00 6,50 0,671506

Tabelle 8: Signifikanz und Medianwerte (pg/ml) bei IL-6 und IL-12 in Patienten-
und Kontrollgruppe.

Sowohl IL-6 als auch IL-12 sind Mediatoren der Ty1-Immunantwort. Da in beiden
Fallen keine wesentlichen Anderungen der Konzentrationen in der Gruppe von BV-
Patientinnen zu der Gruppe asymptomatischer Frauen vorlagen, ist die Uberlegung
nahe liegend, dass bei Bakterieller Vaginose keine Ty1-Zellen vermittelte

Immunreaktion bezuglich der von uns untersuchten Zytokine vorliegt, somit scheint
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einer Initiierung einer Entziindungsreaktion Uber lokale immunologische Reaktionen

bei der Erkrankung der BV keine Rolle zuzukommen.

Proinflammatorische Zytokine

80+

o

of
50+—— |
40

30+ —

20|

Konzentration (pg/ml)

10+ |

0-

WO WA

Interleukine

O Patientengruppe O Kontrollgruppe

Diagramm 3: Median (pg/ml) bei IL-6 und IL-12 von jeweils Kontroll- mit
Patientengruppe.

4.2, Diagnostische Marker

4.2.1. Reinheitsgrad

Da es bei dem Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose zu einem starken Abfall der
Anzahl der in der vaginalen Normalflora vorherrschenden Laktobazillen und zu einem
gleichzeitigen Uberwuchern anderer Bakterien kommt, ist auch eine Verschiebung
des Reinheitsgrades zu hoheren Graden zu erwarten. So fand sich in der

Patientengruppe nicht selten ein mikroskopisches Zellbild mit nur sehr vereinzelt
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vorkommenden oder komplett fehlenden Laktobazillen, so dass hier der

Reinheitsgrad Uberwiegend zwischen Grad Il und Il eingestuft wurde.

Reinheitsgrad

Patientengruppe Kontrollgruppe p-Wert
(n =45) (n =36)

Reinheitsgrad
(Median) -1 -1 <0,0001

Tabelle 9: Signifikanz und Medianwert des Reinheitsgrades bei Patienten- und

Kontrollgruppe.

In der asymptomatischen Kontrollgruppe war von einer normalen Vaginalflora
auszugehen und der Ausschluss anderer Erkrankungen fand bereits im Vorfeld statt.
So waren fur den Reinheitsgrad Normwerte zu finden, was sich darin bestatigte, dass
der Medianwert des Reinheitsgrades bei | bis Il lag. Fir die Patientengruppe
hingegen liel3 sich eine eindeutige Verschiebung des Reinheitsgrades nach oben
erkennen, so dass sich diesbezuglich mit p<0.0001 eine statistisch eindeutige
Signifikanz ergab. Bei Bakterieller Vaginose stellt die Bestimmung des
Reinheitsgrades ein neben anderen Verfahren aussagekraftiges diagnostisches
Mittel dar.
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Diagramm 4: Haufigkeitsverteilung des RHG auf die einzelnen Wertebereiche

in der Patientengruppe.

In den Diagrammen 4 und 5 soll dargestellt werden, mit welcher Haufigkeit der
Reinheitsgrad auf die einzelnen Wertebereiche in der Patientengruppe und in der

Kontrollgruppe verteilt war.
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Bei direktem Vergleich der beiden Kurven fir die Haufigkeitsverteilung wurde
deutlich, dass der Reinheitsgrad bei der Patientengruppe gehauft in den Bereichen
Grad Il und Grad Il — lll lag, wahrend sich bei der Kontrollgruppe die Werte bei Grad |

und Grad | — Il konzentrierten.

Reinheitsgrad

Kontrollgruppe (n=36)
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Reinheitsgrad
Diagramm 5: Haufigkeitsverteilung des RHG auf die einzelnen Wertebereiche

in der Kontrollgruppe.
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4.2.2. Amintest

Das zweithaufigste und auch sehr charakteristische Symptom bei Frauen mit
Bakterieller Vaginose ist der fischartige Geruch des vaginalen Ausflusses. Er entsteht
durch die vermehrte Freisetzung von Aminen und lasst sich oft erst durch die

Durchfihrung des Amintests verifizieren.

Amintest
Patientengruppe Kontrollgruppe
(n =45) (n =36)
Amintest
positiv 42/ 45 (93,3%) 0/36 (0%)
Amintest
negativ 31745 (6,7%) 36 /36 (100%)

Tabelle 10: Vergleich der Ergebnisse des Amintests bei Patienten- und

Kontrollgruppe.

In der Patientengruppe fiel das Ergebnis in 42 / 45 (93,3%) positiv aus, in der
Kontrollgruppe hingegen liel3 sich kein einziges positives Ergebnis finden. Bei den
Frauen, die an Bakterieller Vaginose leiden, war bei 3 von 45 Frauen (6,7%) der Test
negativ. In der Gruppe der asymptomatischen Frauen war auch die Probe negativ
36 /36 (100%).
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4.2.3. pH-Wert

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n =45) (n =36)
Mittelwert 5,193 4,042
Minimum 4.0 3,8
Maximum 6,0 4,3

Tabelle 11: Vergleich von Mittelwert, Minimal- und Maximalwert des pH-Wertes

zwischen Patienten- und Kontrollgruppe.

Durch das Fehlen der Laktobazillen in der Scheidenflora, liegt eine deutlich
erniedrigte Produktion der Milchsaure vor, die hauptursachlich fur das Ansauern des
Scheidenmilieus ist. Wie zu erwarten, waren bei den Frauen, die Symptome zeigten,
die fur die BV-typischen diagnostischen Marker statistisch signifikant verandert. Dies
trifft auch fir den pH-Wert zu. Mit einer Signifikanz von p < 0,0001 konnten in der
Patientengruppe wesentlich hohere Werte gemessen werden als in der
Kontrollgruppe. Der Median betrug bei den symptomatischen Frauen 5,2 im

Vergleich zu der gesunden Gruppe, bei der der Median bei 4,0 lag.
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Patientengruppe Kontrollgruppe p-Wert
(n =45) (n =36)

pH-Wert
Median 5,2 4,0 <0,0001

Tabelle 12: Signifikanz und Medianwert des pH-Wertes in Patienten- und
Kontrollgruppe.

4.24. Alter

Bei der BV handelt es sich um eine Erkrankung, die vor allem vor der Menopause
auftritt. Das konnte in unserer Studie insoweit bestatigt werden, dass sich in der
Patientengruppe eine Altersspanne von 19 — 47 Jahren mit einem Durchschnittsalter
von 30,0 Jahren ergab. In der Kontrollgruppe war der Altersdurchschnitt bei 33,7

Jahren und die Spannbreite verlief von 16 bis 58 Jahren.

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n =45) (n=36)
Durchschnittsalter 30,0 33,7
(Jahre)
Spannbreite 19 — 47 16 — 58
(Jahre)

Tabelle 13: Durchschnittsalters und Spannbreite bei Patienten- und Kontrollgruppe.
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5. Diskussion

Eine der haufigsten Ursachen fur das Auftreten von Fluor vaginalis ist das
Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose [47,59,71]. Hierbei liegt ein sehr komplexer
Veranderungsprozess im Okosystem der Scheide vor, bei dem es zu einem Verlust
von Laktobazillen, welche in der vaginalen Normalflora dominierend sind, kommt.
Thomason et al. [68] hingegen sprechen nicht von einer Abnahme der Anzahl von
Laktobazillen an sich, sondern von einer Verschiebung von H,O,-produzierenden
Laktobazillen zu solchen, die kein Wasserstoffperoxid produzieren. Das
Uberwuchern mit Anaerobiern ist somit ebenfalls in der fehlenden Bildung von
Wasserstoffperoxid, und damit einer mangelnden protektiven Wirkung zu suchen. Die
Ursache hierflr liegt — laut Thomason et al. — jedoch nicht im Verlust der
Laktobazillen an sich, sondern vielmehr in einem Austausch mit Nicht-Peroxid-
Produzierenden Laktobazillen. In unseren Untersuchungen lag bei der Bestimmung
des Reinheitsgrades, und damit der Laktoflora, der Median in der Gruppe der
Patientinnen bei Grad Il — Ill, und somit konnten keine oder nur vereinzelt
Laktobazillen gefunden werden.

Die geringe oder gar fehlende Zahl dieser Wasserstoffperoxid produzierenden und
dadurch physiologisch protektiv wirkenden Bakterien erleichtert die starke
Vermehrung verschiedener anaerober und fakultativ anaerober Bakterien, wie zum
Beispiel Gardnerella vaginalis, Mobiluncus oder Bacteroides in der Scheide
[47,59,71]. In diesem Zusammenhang untersuchten wir den lokalen Immunstatus der
Scheide bei 45 Patientinnen mit dem klinischen Bild einer Bakteriellen Vaginose,
diagnostisch bestatigt durch die mikroskopische Beurteilung der Scheidenflora, der
Bestimmung des Reinheitsgrades und der Laktoflora, Durchfuhrung der Aminprobe,
Messung des pH-Wertes und dem Nachweis von clue cells. Sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der symptomatischen Patientinnen
bestimmten wir die pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-12,
sowie das anti-inflammatorische Zytokin Interleukin-10 aus dem Vaginalsekret mittels
Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (Elisa). Als Kontrollgruppe dienten 36

asymptomatische Frauen.
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Bei vielen gynakologischen, infektiologischen Erkrankungen stellt die lokale
Immunantwort in der Scheide einen wichtigen Faktor an der Abwehr von
Krankheitserregern dar.

So konnten zum Beispiel Filler et al. [22] in ihrer Studie nachweisen, dass es im Zuge
einer Infektion mit Candida albicans zu einer erhdhten Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine kommt, im Besonderen von Interleukin-6 und Interleukin-
8 und somit die lokale Immunitat eine Rolle in der Abwehr spielt. Shaio et al. [55]
konnten bei Trichomonas-vaginalis-Infektionen zeigen, dass Interleukin-8 als pro-
inflammatorisches Zytokin eine erhebliche Rolle bei akuten Entziindungsreaktionen,
die bei solchen Infektionen auftreten, zufallt. So kommt es zu einer Uber Monozyten
induzierten Produktion groRer Mengen von Interleukin-8.

In unseren Untersuchungen der Immunparameter hingegen konnten wir weder bei
den fur eine Ty1-Antwort typischen Zytokinen IL-6 (p > 0,782) und IL-12 (p > 0,671),
die fur eine vorliegende Entzindungsreaktion sprechen wirden, noch bei dem anti-
inflammatorischen IL-10 (p > 0,389), das von Ty2-Zellen produziert wird, einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe
feststellen.

Aufgrund dieser Ergebnisse gehen wir nicht davon aus, dass im Falle der
Bakteriellen Vaginose der zellvermittelten lokalen Immunitat der Scheide eine
wesentliche Rolle zukommt, zumindest nicht durch die von uns bestimmten
Immunparameter mafgeblich beeinflusst wird. Weder liegt eine Aktivierung der
Zytokine IL-6 und IL-12 in Richtung einer inflammatorischen Entzindungsreaktion vor
noch kommt es zu einer vermehrten Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins

Interleukin-10.

Auch wenn die Uberwucherung mit anaeroben Mikroorganismen zu einer
Verdnderung des normalen vaginalen Okosystems fiihrt, fehlen fiir gewodhnlich
Symptome, die fur ein entzindliches Geschehen sprechen. So machten Donders et
al. [19] den Versuch, die Art der Veranderung der abnormalen Vaginalflora genau zu
definieren. Es gilt, das Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose von dem der
Aeroben Vaginitis abzugrenzen. Bei BV fehlen gewohnlich Anzeichen flir eine
vorliegende Entzindung im Sinne einer Vaginitis. Laut Donders et al. [19] zeigt sich
eine Vaginalschleimhaut, die weder gerotet noch entzindet erscheint, auch treten

selten Symptome, wie ein Brennen, Schmerzen oder Dyspareunie auf. Ebenso lasst
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sich in der mikroskopischen Untersuchung ein Fehlen von Leukozyten feststellen. Bei
der Aeroben Vaginitis handelt es sich im Gegensatz dazu um ein entziindliches
Geschehen, mit einem Nachweis einer stark erhohten Anzahl von Leukozyten im
Mikroskop. Aulderdem kommt es daraus resultierend in ausgepragter Form zu der bei
der Bakteriellen Vaginose fehlenden Induktion der lokalen Immunantwort, in deren
Folge eine deutlich erhdhte Produktion von Interleukin-6 und anderen Zytokinen der
Tu1-Antwort im Vaginalsekret zu messen ist.

So sprechen sich auch Cauci et al. [10] fur die korrekte Bezeichnung Bakterielle
Vaginose und nicht Bakterielle Vaginitis aus. In diesem Fall waren die Ergebnisse
unserer Studie, namlich, dass wir keine lokale pro-inflammatorische Uber IL-6 und IL-
12 vermittelte Reaktion in der Scheide nachweisen konnten, mit diesen Aussagen, in
denen BV als ein nicht entziindliches Geschehen definiert wird, als Ubereinstimmend

zu betrachten.

Auf dem Gebiet der immunologischen Regulation bei dem Krankheitsbild der
Bakteriellen Vaginose bei nicht-schwangeren Frauen ist bis jetzt noch wenig
erforscht worden, es gibt jedoch zahlreiche Studien, die sich mit der Untersuchung
der Immunmodulatoren bei schwangeren BV-Patientinnen beschaftigen.

In den meisten Studien, die sich mit dem immunologischen Einfluss der Ty1-Antwort
bei Bakterieller Vaginose beschaftigten, ergaben sich vergleichbare Ergebnissen zu
unseren. Es fanden sich im Besonderen bei Interleukin-6 meist keine auffalligen
Veranderungen bzw. statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Patienten-
und Kontrollgruppe.

So waren unsere Ergebnisse in Bezug auf die Ty1-Antwort ahnlich zu den
Erkenntnissen in der von Wennerholm et al. [74] durchgefuhrten Studie bei Frauen,
die mit Zwillingen schwanger waren, zu werten. Auch in dieser Studie konnte keine
signifikante Assoziation von Interleukin-6-Konzentrationen und Bakterieller Vaginose
aufgezeigt werden. Fur die Zytokine Interleukin-1-alpha und Interleukin-8 hingegen
waren die Spiegel in der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eindeutig
erhoht.

Diese Erkenntnisse bestatigen unsere Ergebnisse insofern, dass auch bei
schwangeren Frauen keine Uber Interleukin-6 vermittelte pro-inflammatorische
Immunreaktion vorliegt, es aber zu einer lokalen Immunantwort kommen kann, die

Uber die Zytokine IL-1-alpha und IL-8 vermittelt zu sein scheint.

-51 -



In der Untersuchung von Mattsby-Baltzer et al. [41] zeigten sich weder flr Interleukin-
6, noch Tumornekrosefaktor alpha, noch Fetales Fibronektin statistisch signifikant
erhohte Werte bei schwangeren Frauen, die an BV erkrankt waren, verglichen mit
schwangeren, gesunden Frauen. Es gab jedoch eine Assoziation von erhdhten
Konzentrationen von Interleukin-1-beta im unteren Genitaltrakt bei Frauen mit
Bakterieller Vaginose. Moglicherweise kdnnte es durch die Fahigkeit der fir die BV
typischen Endotoxine zu einer Induktion der Zytokine in den Monozyten kommen.
Das wurde den erhdhten Wert von Interleukin-1-beta zumindest teilweise erklaren,
IL-6 hingegen zeigt bei schwangeren Patientinnen keine Beteiligung.

Auch Imseis et al. [27], die ebenfalls Interleukin-6 bei Patientinnen mit BV
untersuchten, konnten keine Korrelation dieser von ihnen bestimmten Parameter mit

BV zeigen.

Mit anderem Ergebnis fuhrten Yudin et al. [77] eine Untersuchung durch, um die
unterschiedlichen Therapieerfolge bei der Behandlung der BV bei Schwangeren mit
Metronidazol oral und vaginal anhand des Verlaufes der Konzentrationen bestimmter
pro-inflammtorischer Zytokine zu vergleichen. Dabei konnten sie interessanterweise
einen signifikanten Abfall der zervikalen Konzentrationen von Interleukin-6, IL-1-beta
und IL-8 nach Abschluss der erfolgreichen Therapie und somit Heilung der BV
feststellen. IL-1 induziert die Produktion von IL-6. Falls also die erfolgreiche
Behandlung zu einer Abnahme der IL-1-beta-Konzentrationen fuhrt, kdnnte darin ein
modglicher Zusammenhang zu dem korrelierenden Abfall von IL-6 gesehen werden.
Bei den Patientinnen allerdings, die nicht auf die Therapie ansprachen, war fur IL-1-
beta und IL-6 kein Unterschied vor Beginn und nach Ende der Therapie zu erkennen.
Laut Yudin et al. [77] kommt es aufgrund des Versagens der Therapie wahrscheinlich
zu einer Persistenz des bakteriellen Endotoxins, die in Verbindung steht mit der
fehlenden Abnahme der IL-1-beta-Konzentration und der daraus resultierenden
Induktion von IL-6. Diese Erkenntnisse konnten wiederum daflr sprechen, dass es
zu einer uber IL-1-beta und IL-6 vermittelten inflammatorischen Immunreaktion in der
Zervix kommt.

Die Steuerung der Produktion von Zytokinen in der Vagina hangt von
verschiedensten Mechanismen ab, es besteht nicht zwingend ein Zusammenhang
mit einer stattfindenden Infektion. Laut Cauci et al. [10] kdnnen mehrere Stimuli die

Produktion von Zytokinen und die Akkumulation von Leukozyten triggern, ohne dass
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eine Infektion vorliegen muss. Zu diesen auslésenden Faktoren kdnnen auch
mechanische und endogene Ursachen gezahlt werden.

FUr das andere pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-12, welches auch von uns
bestimmt wurde, konnten wir ebenso keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen Patienten- und Kontrollgruppe verzeichnen. Dieses Ergebnis stltzt
weiterhin unsere Annahme, dass bei nicht schwangeren Patientinnen mit BV die
Induktion der lokalen Immunreaktion anscheinend eine geringe Rolle spielt.

Im Wesentlichen keine andere Aussage stellten Hollier et al. [24]. In ihrer Studie, in
der ein Vergleich von Interleukin-12 bei schwangeren Frauen mit BV mit einer
gesunden Kontrollgruppe vorgenommen wurde, ergaben sich auch keinen deutlichen
Assoziationen.

Als weiteren wichtigen Immunmodulator untersuchten wir Interleukin-10. Auch hierfar
ergab sich, genauso wie fur die beiden pro-inflammatorischen Zytokin IL-6 und [L-12,
keine statistische Signifikanz in der Unterscheidung zwischen Patientenkollektiv und
den asymptomatischen Frauen.

Bei IL-10 handelt es sich um ein Zytokin vom Tp2-Typ mit anti-inflammatorischer
Wirkung. Es wirkt immunsuppressiv und hemmt die Aktivierung der Ty1-Zellen.
Mdglicherweise erhdht IL-10 die Empfanglichkeit von Makrophagen fur eine Infektion
mit HIV-1 [15]. Eine weitere wichtige Aufgabe der von Ty2-Zellen produzierten
Zytokine ist die Aktivierung von Mastzellen und Eosinophilen [76]. Es ware zu
Uberlegen und in weiteren Studien genauer zu untersuchen, inwieweit eventuell eine
allergische Komponente bei dem Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose eine Rolle
spielen konnte.

Interessanterweise konnten Cohen et al. [15] genau gegensatzliche Erkenntnisse
erzielen. In ihrer Studie wurde Interleukin-10 im endozervikalen Sekret von
Patientinnen mit BV deutlich haufiger nachgewiesen als in der Gruppe der Frauen,
die nicht erkrankt waren. Es wurde dabei herausgestellt, dass die Assoziation von
nicht-ulzerativen sexuell Ubertragbaren Erkrankungen und Bakterieller Vaginose mit
einem deutlich haufigeren Nachweis von Interleukin-10 einen mdglichen
Mechanismus darstellen kann, durch den bei Frauen, die an einer der eben
genannten Infektionen leiden, die Empfanglichkeit fur eine Infektion mit HIV-1

verandert werden kann.
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Aufgrund der Ergebnisse unserer Untersuchungen stellt sich fir uns weiterhin die
Frage, ob eventuell genetisch bedingte Veranderungen oder Stérungen in der
lokalen Immunantwort vorliegen [19], so dass eine adaquate Abwehrreaktion auf das
Eindringen und Vermehren der Mikroorganismen, im speziellen Gardnerella
vaginalis, nicht erfolgen kann und dadurch eine fehlende Elimination der Bakterien
vorliegt und das Auftreten der BV beguinstigt wird.

Andererseits ware eventuell zu Uberlegen, ob das Vorhandensein dieser bestimmten
Bakterien erst dazu fuhren konnte, dass es zu keiner Stimulierung des lokalen
Immunsystems kommt und folglich die nétige Produktion der inflammatorisch
wirkenden Mediatoren ausbleibt. Wilson et al. [76] sprechen beispielsweise davon,
dass Mause, die mit Leishmania major infiziert worden waren, die Fahigkeit verloren
haben, eine korrekte Tny1-Zytokin-Antwort zu induzieren. Daraus resultierte eine
fehlende Aktivierung von Monozyten, die die auftretende Infektion bekampfen sollen.
Falls die Ursache darin zu finden ist, dass es aufgrund eines genetischen Defekts
oder einer lokalen Stérung nicht zu einer ausreichenden Reaktion des lokalen
Immunsystems kommt, ware zu Uberlegen, ob mit Immunstimulantien therapeutisch

eingegriffen werden konnte.

Richtige Therapieansatze stellen einen wichtigen Punkt bei der Bakteriellen
Vaginose dar, denn es handelt sich hierbei laut Soper [59] keineswegs um eine als
harmlos anzusehende Veranderung der Mikroflora, die zwar unangenehme, aber
ungefahrliche Symptome mit sich bringt. Denn Frauen mit dieser Erkrankung sind
wesentlich starker dahingehend gefahrdet, dass es gehauft zum Auftreten von
Komplikationen im Besonderen wahrend der Schwangerschaft kommt. Mardh [38]
zufolge liegt eine statistische Korrelation zwischen BV und geburtshilflichen
Komplikationen vor.

Durch das Uberwuchern der bei BV auftretenden Bakterien, entwickelt sich eine so
genannte Mischflora, in der die Produktion der mukolytischen Enzyme Sialidase [47]
und Muzinase Uberwiegt. McGregor et al. [43] konnten in ihrer Studie zeigte, dass bei
Frauen, die BV-positiv waren, hohere Konzentrationsspiegel dieser beiden Enzyme
nachgewiesen werden konnten. Wahrend Muzinase eindeutig nur mit BV-typischen
Mikroorganismen in Verbindung zu bringen war, zeigte Sialidase auch bei Infektionen
mit Chlamydia trachomatis oder einer Pilzinfektion eine erhohte Aktivitat. In dem

Fortbestehen von Mikroorganismen in der Vagina, die Sialidase produzieren und
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zwar in der Menge, dass es zu einem messbaren Anstieg der Sialidase-Aktivitat im
Vaginalsekret kommt, sehen McGregor et al. eine mdgliche Gefahr fir eine
subklinische intrauterine Infektion und eine drohende Fruhgeburt. Diese Aussage
stltzt ebenso die von Cauci et al. [11] durchgeflhrte Studie. Sie legen dar, dass
Frauen mit BV, die eine angestiegene Aktivitat des Enzyms Sialidase zeigten und
eine extreme Abnahme von IgA, vermehrt zu gefahrlichen Infektionen und
Komplikationen wahrend der Schwangerschaft neigten.

Gerade bei Frauen in der Schwangerschaft wird der Erkrankung an Bakterieller
Vaginose eine sehr hohe Komplikationsrate zugeschrieben. Es gilt als eindeutiger
Risikofaktor fur vorzeitig einsetzende Wehen [49,68], Spontanabort [20], Frihgeburt
[49,57,59], vorzeitiger und fruhzeitiger Blasensprung [43,68].

Weitere Studien beschaftigen sich mit der Problematik, in welchem Zusammenhang
BV mit idiopathischer Infertilitat steht. Spandorf et al. [60] stellten in ihrer Studie
heraus, dass bei Patientinnen mit idiopathischer Infertilitdt deutlich ofters eine BV
nachgewiesen werden konnte als bei Frauen, deren Ursache fir die Infertilitat
abgeklart war. Ubereinstimmend bemerkten McCaffrey et al. [42], dass bei der
Untersuchung infertiler Paare eine verstarkte Pravalenz von BV nachweisbar war. Es
gilt allerdings noch, den genauen Mechanismus, Uber den BV Infertilitat verursachen

kann, zu klaren.

Aufgrund der hohen Konzentrationen von anaeroben gram-negativen Bakterien,
Peptostreptokokken und anderen opportunistisch pathogenen Keimen im unteren
Genitaltrakt kommt es, wie Hill [23] in seiner Studie verdeutlicht, dazu, dass Frauen,
die an BV erkrankt sind, ein deutlich erhdhtes Risiko fur Infektionen des oberen
Genitaltraktes [57] und Komplikationen in der Schwangerschaft haben.

Doch nicht nur flr Frauen in der Schwangerschaft erhdht sich durch die Erkrankung
die Komplikationsrate, auch nicht schwangere Frauen haben ein erhéhtes Risiko fur
das Auftreten von Komplikationen. Durch das Aszendieren verschiedener Keime,
zum einen der fur BV typischen zum anderen auch derer, die durch die gestorte
Vaginalflora nicht mehr eliminiert werden kdénnen, treten vermehrt ernsthafte
Infektionen im Bereich des oberen Genitaltraktes, wie zum Beispiel eine Adnexitis
[51,62,67,68,] oder Endometritis auf [68]. Die Ahnlichkeit der Mikroorganismen, die
charakteristisch fur diese beiden Krankheitsbilder, namlich Bakterielle Vaginose und

Adnexitis sind, legt diesen vermuteten Zusammenhang nahe [45].
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Doch nicht nur durch das vermehrte Vorhandensein und Aufsteigen pathogener
Keime wird das Auftreten von Infektionen geférdert, sondern auch durch die
Veranderungen im Zusammenspiel der Zytokine stellt sich eine weitere Ursache dar,
die das Auftreten viraler Infekte erleichtert kann.

Cohen et al. [15] konnten eine Beziehung zwischen BV und dem Erwerb einer HIV-1-
Infektion sehen [51,62]. Ein potentieller Mechanismus liegt in der - laut Cohen et al. -
bei der BV verandert vorliegenden Konzentration von Interleukin-10 im
endozervikalen Sekret, die unter Umstanden eine veranderte Lage in der
Bereitschaft flr eine Infektion mit HIV-1 mit sich bringt.

Einen Zusammenhang zwischen Stérungen im vaginalen Okosystem und einer
Infektion mit dem human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) stellten Moodley et
al. [44], die sich auch mit dieser Problematik beschaftigten, heraus. Demnach war
eine steigende Pravalenz einer Infektion mit HIV-1 linear ansteigend mit dem
zunehmenden Schweregrad der Bakteriellen Vaginose, orientiert am Nugent’s Score,
zu bemerken.

Cherpes et al. [14] konnten nachweisen, dass eine Assoziation zwischen der
Bakteriellen Vaginose und dem hoheren Risiko des Erwerbes einer Herpes-Simplex-
Virus Typ 2 (HSV-2) besteht. Allerdings bleibt noch zu klaren, ob ein friihzeitiges
Screening und ein adaquate Therapie die Empfanglichkeit fir eine HSV-2-Infektion
herabsetzen konnten.

Des Weiteren konnte — laut Mardh [38] - bei Frauen, bei denen Veranderungen der
Vaginalflora im Sinne der BV vorlagen, haufiger eine zervikale intraepitheliale
Neoplasie (CIN) nachgewiesen werden, als bei Frauen mit normaler Vaginalflora
[62,67]. Eine Uberlegung fir eine Beziehung zwischen diesen beiden
Krankheitsbildern ist, dass es durch das Uberwuchern pathogener Mikroorganismen
in der Scheide zu einer gesteigerten Produktion von Nitrosaminen kommt, die
potentiell onkogene Wirkung haben konnten. Behbakht et al. [6] untersuchten in ihrer
Studie das Zusammenwirken des vaginalen mikrobiologischen Okosystems und der
Zytokinproduktion bei Patientinnen mit zervikaler Dysplasie. Bei den bestimmten
Zytokinen Interleukin-1 beta, IL-6, IL-10 und IL-12 konnte nur fur IL-1-beta eine
Konzentrationsanderung beobachtet werden. Was als komplexe inflammatorische
Reaktion auf verschiedene Pathogene im Rahmen der zervikalen intraepithelialen
Neoplasie gewertet werden kann. Fur einen Zusammenhang zwischen dem

Vorliegen von mikrobiologischen Veranderungen im Sinne einer Bakteriellen
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Vaginose und dem Auftreten einer zervikalen Dysplasie ergaben sich allerdings keine
Anhaltspunkte.

Moglicherweise kann BV als Risikofaktor fur Morbus Parkinson gelten. Diese These
wird von Carvey et al. [9] diskutiert. Demnach kommt es bei BV, als eine haufige
Komplikation wahrend der Schwangerschaft, zu erhdhten Konzentrationen von
Lipopolysacchariden und pro-inflammatorischer Zytokine in der fetalen
chorioamniotischen Umgebung. Aufgrund dieser Umsténde entstand die Uberlegung,
ob darin ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Erkrankung der Bakteriellen
Vaginose in der Schwangerschaft und dem spateren Auftreten des Morbus Parkinson
zu erkennen ist.

Trotz des Gesundheitsrisikos, das mit Bakterieller Vaginose assoziiert ist, und der
hohen Pravalenz bei Frauen im gebarfahigen Alter, wird dieses Krankheitsbild laut
Sweet [62] im Klinischen Alltag noch haufig Ubersehen, im Besonderen in den Fallen,
in denen die Frauen Uber keine Symptome klagen.

Daher ist es wichtig, Tests bzw. Diagnoseverfahren zu entwickeln und anzuwenden,
die eine schnelle, sichere und preisgunstige Untersuchung ermdglichen. Ebenso
schlagen Platz-Christensen et al. [49] aufgrund der ernsthaften Folgen vor, die
Untersuchung auf BV wahrend der Schwangerschaft als Routineuntersuchung in
antenatalen Zentren einzufihren.

Aufgrund der Risiken und Komplikationen, die als Folge der nicht rechtzeitigen
Diagnose und Therapie der Bakteriellen Vaginose auftreten kdnnen, ist nicht nur die
Diagnosestellung, sondern auch eine richtige frihzeitige Therapie aul3erordentlich
wichtig. Da bisher allerdings die genauen Ursachen noch nicht geklart werden
konnten, ist es schwierig ein optimales Therapieschema zu erstellen. Die Problematik
ist laut Reid et al. [51] aul3erdem, dass Frauen oft eine Selbstdiagnose stellen und
den Ausfluss als eine Pilzinfektion deuten, welche sie dann eigenstandig mit so
genannten ,over-the-counter® Antimykotika therapieren. Das kann das Krankheitsbild
verschlimmern und die Vaginalflora noch mehr zerstoren.

Es gibt Ansatze mit verschiedenen Antibiotika, die in der Behandlung der BV
eingesetzt werden, im Besonderen Metronidazol und Clindamycin [57,68]. Laut ,The
Centers for Disease Control and Prevention® werden zurzeit aufllerhalb der
Schwangerschaft folgende Behandlungsschemata empfohlen: Metronidazol oral 2 x
500 mg pro Tag fur 5-7 Tage, 2%ige Clindamycin-Creme 1 Applikation pro Tag
intravaginal fir 7 Tage oder Metronidazol-Gel 1-2 Applikationen pro Tag fur 5 Tage
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[71]. Vergleichbare Ergebnisse werden mit einer einmaligen Gabe von 2 g
Metronidazol oral oder mit 2 x 2g Metronidazol oral im Abstand von 48 Stunden
erzielt [73].

Ein weiterer Aspekt ist, dass erst der Verlust der Laktobazillen zur Manifestation
fihrt. Aufgrund dieser Uberlegung wurden mehrere Studien durchgefiihrt, um zu
untersuchen, ob eine Behandlung mit vaginalen Laktobazillen als probiotische
Therapie Erfolg bringen wurde. So waren Therapieversuche, die zu einer
Rekolonisation der Laktobazillen fuhrten, entweder per Joghurt oder in Form von
Kapseln verabreicht, als positiv zu werten [70].

Auch Famularo et al. [21] erachten die unterstlitzende Gabe von Laktobazillen als
sinnvoll. Allerdings sind solche mit einer erhohten Aktivitat von ,Arginindeiminase”
gegenuber denen, die nur Wasserstoffperoxid produzieren, vorzuziehen.

Als einen Erfolg bezeichnet Taylor-Robinson [66] den Versuch der Behandlung der
Bakteriellen Vaginose durch die Gabe exogener Laktobazillen, wodurch eine
Rekolonisation erreicht werden soll. Dies ist allerdings im Weiteren noch genauer zu

untersuchen.

Es gibt zahlreiche Wege und Kriterien das Krankheitsbild der BV zu diagnostizieren.
Aufgrund dessen ware die Erarbeitung von Richtlinien sinnvoll, um sowohl
Diagnosestellung als auch Therapieschemata zu standardisieren. Aufgrund der
bisherigen Erkenntnisse gilt aus therapeutischer Sicht Metronidazol nach wie vor als
das Mittel der Wahl. Eine begleitende Therapie mit Laktobazillen zur Stabilisierung
der Mikroflora erscheint sinnvoll, bedarf aber noch weiteren Untersuchungen.

So konnten wir in unserer Studie keine statistisch signifikanten Veranderungen in
Patientengruppe im Vergleich zu asymptomatischen Frauen sowohl fur die Ty1-
vermittelten Zytokine IL-6 (p = 0,782807) und IL-12 (p = 0,671506) als auch fur das
Zytokin vom Ty2-Typ IL-10 (p = 0,389744) feststellen. Diesen Ergebnissen zufolge
scheint zum jetzigen Zeitpunkt eine immun-modulatorische Therapieform den

Patientinnen keinen Benefit zu bringen.
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6. Zusammenfassung

Die Bakterielle Vaginose stellt in der gynakologischen Infektiologie nach wie vor eine
der haufigsten Erkrankungen der Vagina dar. Die auftretenden Symptome wie
graulich homogener Fluor vaginalis oft verbunden mit fischartigem Geruch sind fur
die Patientinnen sehr belastend und werden nicht selten aufgrund fehlender
Diagnosestellung nicht gezielt behandelt.

Bis jetzt konnten die der Bakteriellen Vaginose zugrunde liegenden Ursachen noch
nicht hinreichend geklart werden. Um die immunmodulatorischen Effekte zu
untersuchen, die mit den Veranderungen der vaginalen Mikroflora im Sinne der
Bakteriellen Vaginose assoziiert sind, und in Hinblick auf mogliche neue sowohl
therapeutische als auch diagnostische Ansatze, bestimmten wir bei insgesamt 81
nicht schwangeren Frauen die pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin-6 und IL-
12 und das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 im Vaginalsekret mittels Elisa. Wir
untersuchten 45 Patientinnen im Durchschnittsalter von 30,0 Jahren mit der
klinischen Diagnose Bakterielle Vaginose und 36 asymptomatische Frauen im
Durchschnittsalter von 33,7 Jahren.

Interleukin-6 und IL-12 werden Uber die Immunantwort vom Ty1-Typ vermittelt und
zahlen zu den pro-inflammatorischen Zytokinen, wahrend Interleukin-10 hingegen ein
Tn2-vermittelter anti-inflammatorischer Immunmediator ist. Ziel war die Beurteilung
der Rolle der zellvermittelten Immunitat beim Krankheitsbild der BV.

Die Auswertungen unserer Messergebnisse zeigten weder fur die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6 (p = 0,782807) und IL-12 (p = 0,671506) noch fur
das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (p = 0,389744) einen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die fur die BV-typischen diagnostischen
Marker, wie beispielsweise der pH-Wert, waren statistisch signifikant (p < 0,0001)
verandert. FUr die Aminprobe lieRen sich in der Patientengruppe 42 / 45 positive
Ergebnisse finden, wahrend in der Kontrollgruppe 0 / 36 positiv waren.

Anhand unserer Ergebnisse scheint die lokale Immunitat zumindest in Bezug auf die
von uns bestimmten Zytokine bei der Bakteriellen Vaginose eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Demzufolge lassen sich kaum Anhaltspunkte erkennen, aufgrund
derer neue therapeutische Ansatze im Sinne einer Immuntherapie als effektiv zu
sehen waren. So gilt eine Behandlung mit Metronidazol oder Clindamycin weiterhin
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als Mittel der Wahl, eine begleitende Therapie mit Laktobazillen zur Stabilisierung der
Mikroflora ware zu Uberlegen.

Bei Frauen, die an BV erkrankt sind, kommt es vermehrt zu Komplikationen sowohl
wahrend der Schwangerschaft, wie ein Spontanabort oder eine Fruhgeburt, als auch
bei nicht schwangeren Frauen, wie eine Adnexitis oder Endometritis. Aufgrund
dessen, dass das Krankheitsbild der Bakteriellen Vaginose moglicherweise in
direktem Zusammenhang mit solchen Komplikationen steht, ist die Forschung auf
dem Gebiet der BV notwendig und sinnvoll. Es ware wichtig, Richtlinien fir eine
schnelle und sichere Diagnosestellung zu erarbeiten, um eine hdhere

therapeutischen Effektivitat zu erreichen.
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7. Anhang

71. Gerate

3ml-Einmalspritzen

Pipetten

Pipetten, Filter-Tips PE/PP

Pipettenspitzen

Vortexgerat VF 2

Tischzentrifuge

Vibromix 301 EVT

Spektralphotometer, Typ Anthos

Drucker Epson LX400
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