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Einleitung 1

1 Einleitunqg

1.1 Die Zukunft bakterieller Infektionen in  Anbetracht erhohter
Antibiotikaresistenzen

“The time may come when penicillin can be bought by anyone in the shops. Then there
is the danger that the ignorant man may easily underdose himself and by exposing his
microbes to non-lethal quantities of the drug make them resistant.” (1)

- Alexander Fleming
Sir Alexander Fleming, Entdecker des Penicillins, warnte bereits im Jahre 1945 in
seinem Nobelpreis-Vortrag vor antibiotischen Resistenzen. Eine post-antibiotische Ara
in naher Zukunft ist mehr Realitat als Fiktion (2). Schon jetzt wird prognostiziert, dass
eine Zeit kommen wird, in der bakterielle Infektionen wieder die haufigste
Todesursache des Menschen sein werden (3). Prognosen legen nahe, dass im Jahr
2050 bis zu 10 Millionen Menschen jahrlich an bakteriellen Infektionen aufgrund
multiresistenter Erreger sterben konnten (3). Dies waren mehr Todesfalle durch
bakterielle Infektionen als durch Krebserkrankungen (3). Im Jahre 2019 waren weltweit
4,95 Millionen Todesfalle mit antibiotikaresistenten Bakterien assoziiert und 1,27
Millionen direkt zurechenbar (4). Das bedeutet, dass schon heute durch eine Infektion
mit antibiotikaresistenten Bakterien mehr Menschen sterben als durch HIV und Malaria
(4).
Anhand dieser Daten erkennt man, dass antibiotische Resistenzen ein immer gréf3eres
Problem in der klinischen Versorgung von Patienten mit bakteriellen Infektionen
darstellen. Aufgrund eines Mangels an alternativen Behandlungsmethoden muss
gehauft Gebrauch von Reserveantibiotika gemacht werden. Diese haben ein gro3eres
Nebenwirkungsspektrum und damit eine schlechtere Vertraglichkeit. Erschwerend

kommt hinzu, dass es immer schwieriger wird, neue Antibiotika zu entwickeln (3).

1.2 Epidemiologie urogenitaler Infektionen

Harnwegsinfektionen gehdren zu den haufigsten Infektionen des Menschen. Anfang
der 2000er Jahre wurde geschéatzt, dass die weltweite Inzidenz bei 150 Millionen
Erkrankungen jahrlich lag (5).

In den USA sind unkomplizierte Harnwegsinfektionen der Grund fur 0,7% aller
ambulanten Vorstellungen (6). Zusatzlich gibt es in den Vereinigten Staaten jahrlich 1
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bis 1,5 Millionen nosokomiale Harnwegsinfektionen (7). Von diesen sind 80%
katheterassoziiert, die wiederum fuir 40% aller nosokomialen Infektionen verantwortlich
sind (8). In Deutschland geht man von jahrlich 155.000 nosokomialen
Harnwegsinfektionen aus (9).

Vor allem Frauen sind haufiger von Harnwegsinfektionen betroffen. Man geht davon
aus, dass die Halfte aller Frauen mindestens eine Episode einer Harnwegsinfektion in
ihrem Leben durchmachen wird (10). Die Inzidenz unter Frauen alter als 18 Jahre wird
auf 12.6% geschétzt (11). Unter Mannern lag diese lediglich bei 3% (11).

Dazu kommt eine hohe Dunkelziffer, da der Grol3teil der unkomplizierten
Harnwegsinfektionen im ambulanten Setting behandelt wird. Zu beachten ist zuséatzlich
die nicht ausreichende Datenlage, da oftmals ein selbstlimitierender Verlauf vorliegt
oder eine selbstandige Therapie durchgefihrt wird.

Alleine in den USA betrugen die durch Harnwegsinfektionen verursachten Kosten ca.
3,5 Milliarden Dollar pro Jahr (12). Aufgrund der progredienten Resistenzentwicklung
werden diese Kosten in Zukunft weiter ansteigen, da die Therapien urogenitaler
Infektionen komplexer werden.

Nach durchgemachter Harnwegsinfektion ist die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs
erhoht. Innerhalb von 6 Monaten bekommen ca. ein Viertel der Patienten mindestens
eine weitere Harnwegsinfektion (13, 14). Dies verdeutlicht den Handlungsbedarf zur

Pravention von rezidivierenden Harnwegsinfektionen.

1.3 Definition unkomplizierter und komplizierter Harnwegsinfektionen

Harnwegsinfektionen werden als unkompliziert kategorisiert, wenn keine funktionellen
oder anatomischen Anomalien, keine Nierenfunktionsstérungen und keine relevanten
Begleiterkrankungen vorliegen, die eine Harnwegsinfektion beziehungsweise
gravierende Komplikationen begunstigen (15). In der untenstehenden Tabelle werden
Beispiele fur Faktoren gegeben, die auf eine komplizierte Harnwegsinfektion

hinweisen.
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Tabelle 1: Hinweise auf komplizierende Faktoren von Harnwegsinfektionen (15)

Art des komplizierenden Faktors
Anatomische Veranderungen Funktionelle Veranderungen
Angeborene anatomische | Funktionelle Veranderungen, z.B.
Veranderungen, z.B. ¢ Niereninsuffizienz
e Ureterabgangsstenosen e Harntransportstorungen
e Obstruktive Harnréhrenklappen e Entleerungsstorungen der
e Phimose Harnblase
Erworbene anatomische | Angeborene oder erworbene Stérungen
Verédnderungen, z.B. der Immunitat, z.B.
e Nierensteine, Harnleitersteine e HIV
e Harnleiterstrikturen e Leberinsuffizienz
e Harnblasentumore e Entgleister, schlecht eingestellter
e Prostatavergréf3erungen Diabetes mellitus
e Schwangerschaft Intraoperative, postoperative Situationen
mit anatomischen Verdnderungen oder
Einbringen von Fremdkorpern, z.B.
¢ Nephrostomie
e Harnleiterschienen
e Harnblasenkatheter

Bei Mannern werden Harnwegsinfektionen immer als kompliziert eingestuft.

Des Weiteren unterscheidet man zwischen einer unteren Harnwegsinfektion
(Urozystitis und Urethritis), die sich auf Harnblase und Harnréhre begrenzt, und einer
oberen Harnwegsinfektion (Pyelonephritis), bei der auch eine Entzindung des
Nierenbeckens vorliegt (15).

Eine rezidivierende Harnwegsinfektion liegt vor, sobald = 2 symptomatische Episoden
innerhalb von 6 Monaten oder = 3 symptomatische Episoden innerhalb von 12

Monaten durchgemacht werden (15).

1.4 Symptomatik urogenitaler Infektionen

Klassische Symptome einer unkomplizierten Zystitis sind Algurie (Schmerzen beim
Wasserlassen), Dysurie (schmerzhafte und erschwerte Blasenentleerung),

Pollakisurie (haufiges Wasserlassen) und auch Hamaturie. Bei einer oberen
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Harnwegsinfektion kénnen zusatzlich noch Symptome wie druckdolente Nierenlager
und Fieber hinzukommen.

Der (bei Frauen mindestens zweimalige) Nachweis einer signifikanten Anzahl von
Bakterien im Urin (210° KBE/mL) ohne gleichzeitig vorhandene Harnwegsinfektions-
spezifische Symptome wird als asymptomatische Bakteriurie bezeichnet (15). In
diesem Fall wird von einer Kolonisation, nicht jedoch von einer Infektion ausgegangen
(15).

1.5 Therapie von Harnwegsinfektionen

In den folgenden Absétzen beziehe ich mich, sofern nicht anders angegeben, auf die
Interdisziplindre S3 Leitlinie zur Epidemiologie, Diagnostik, Therapie, Pravention und
Management unkomplizierter, bakterieller, ambulant erworbener Harnwegsinfektionen

bei erwachsenen Patienten der Deutschen Gesellschaft fur Urologie e.V. (15).

1.5.1 Therapie von unkomplizierten Harnwegsinfektionen

Aufgrund von Spontanheilungsraten zwischen 30% bis 50% besteht nicht immer eine
Indikation zur antibiotischen Therapie (15). Eine medikamentése Therapie bei
unkomplizierten Harnwegsinfektionen wird vor allem durchgefiihrt, um ein schnelleres
Abklingen der Symptome herbeizufihren. Hierflr ist eine rein symptomatische
Therapie mit einem Analgetikum eine Alternative zur gangigen antibiotischen Therapie
und sollte dem Patienten angeboten werden (15). Gleichzeitig sollte darauf
hingewiesen werden, dass eine primar analgetische Therapie mit einer hdheren
Symptomlast assoziiert ist (15). Es konnte festgestellt werden, dass nach einer Woche
analgetischer Therapie mit lbuprofen 70% der Patienten symptomfrei waren (16).
Dahingegen sind nach einer Woche unter antibiotischer Therapie mit Fosfomycin 80%
symptomlos (16). Mittlerweile gibt es erste Studien, die nahelegen, dass bestimmte
pflanzliche Therapeutika gegentber einer antibiotischen Therapie nicht minderwertig
sind. So wurde beispielsweise festgestellt, dass Canephron®, bestehend aus den
Inhaltsstoffen Rosmarin, Tausendguldenkraut und Liebstockel, bei der Therapie einer
unkomplizierten Harnwegsinfektion gleichwertig mit einer antibiotischen Therapie mit
Fosfomycin ist (17, 18)

Als antibiotische Therapie der ersten Wahl sind Fosfomycin-Trometamol,
Nitrofurantoin, Nitroxolin und Pivmecillinam empfohlen (15, 19, 20). Hierbei sollte
jedoch beachtet werden, dass die Resistenzraten auch gegenuber diesen weiter
ansteigen (19, 21).
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Cephalosporine, Fluorchinolone und Cotrimoxazol sollten aufgrund einer unginstigen
Resistenzlage und aufgrund von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nicht mehr als

Antibiotika der ersten Wahl eingesetzt werden (15).

1.5.2 Therapiemdglichkeiten bei rezidivierenden Harnwegsinfekten

Bei rezidivierenden Harnwegsinfektionen sollten in erster Linie Risikofaktoren
vermieden werden. Hierzu gehdren unter anderem eine zu geringe Trinkmenge, eine
verspatete postkoitale Miktion oder eine insuffiziente Analhygiene nach der Defékation
(22). Als nicht antibiotische Prophylaxe kdnnen neben topischer Ostrogenisierung und
intravaginaler Applikation von speziellen Laktobazillen auch oral Mannose oder
verschiedene Phytotherapeutika, beispielsweise Proanthocyanidine,
Barentraubenblatter, Kapuzinerkressekraut oder Meerrettichwurzel, verabreicht
werden (15, 22). Weitere Prophylaktische MalRnhahmen sind die endovesikale
Installation von Hyaluronsdure zusammen mit Chondroitinsulfat und die orale
Einnahme von Methenamin-Hippurat (22).

Vor Beginn einer antibiotischen Dauertherapie sollte eine orale oder parenterale
Immunstimulation , beispielsweise mit Uro-Vaxom® oder StroVac® durchgefiihrt
werden (15, 22). Die antibiotische Dauertherapie oder post-koitale Prophylaxe ist die
effektivste Methode zur Harnwegsinfektionspravention (22). Hierfir werden
Fosfomycin, Cotrimoxazol oder Nitrofurantoin oder empfohlen (15, 22).

1.6 Erregerspektrum

Bei der Auswahl der Bakterien wurde auf eine hohe klinische Relevanz geachtet. Die
folgende Arbeit fokussiert sich auf die haufigsten gramnegativen Erreger von
Harnwegsinfektionen, da diese flir ca. 87% aller unkomplizierten Harnwegsinfektionen
verantwortlich sind (23). Gramnegative Bakterien weisen im Vergleich zu
grampositiven Bakterien gehauft antibiotische Resistenzen auf. Deswegen wurden
beispielweise grampositive Keime wie Staphylococcus saprophyticus, die auch zu den
haufig Harnwegsinfektionen verursachenden Keimen gehdren, nicht
miteingeschlossen. Bis auf Pseudomonaden und Acinetobacter gehoéren alle
folgenden Erreger der Ordnung der Enterobacterales an. Diese Enterobakterien sind
Bestandteil der natirlichen Darmflora des Menschen, kdnnen jedoch Infektionen in

anderen Korperregionen verursachen, sind also fakultativ pathogen.
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1.6.1 Escherichia coli

Escherichia coli ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes, begeil3eltes Bakterium.
Es ist der haufigste Erreger von bakteriellen Harnwegsinfektionen. E. coli ist fur 65-
75% aller ambulanten Harnwegsinfektionen verantwortlich (12). Im stationaren Setting
in Krankenh&usern und Pflegeheimen, sinkt der Anteil der durch E. coli verursachten
Harnwegsinfektionen im Vergleich zu den in den nachsten Absatzen erwdhnten
Bakterien (8).

Neben den als Kommensale vorkommenden E. coli der Darmflora gibt es
verschiedene Pathovare, die sich anhand ihrer Virulenzfaktoren unterscheiden lassen.
Man unterscheidet zwischen intestinalen pathogenen E. coli und extraintestinalen
pathogenen E. coli (EXPEC).

Zu den intestinalen pathogenen E. coli zahlt man beispielsweise die enteropathogenen
E. coli (EPEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enterotoxinbildende E. coli (ETEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC) und enterohamorrhagische E. coli (EHEC) bzw.
shigatoxinbildende E. coli (STEC). Die intestinalen E. coli verursachen vor allem
Durchfallerkrankungen.

Extraintestinale pathogene E. coli kdnnen verschiedene Krankheiten wie zum Beispiel
Harnwegsinfektionen, Pyelonephritiden, Septikdmien oder Meningitiden verursachen
(24). Zu den EXPEC gehdren beispielweise uropathogene E. coli (UPEC),
nephropathogene E. coli (NPEC), septikdmisch-pathogene E. coli (SPEC) oder
Meningitis verursachende E. coli (MPEC) (24).

1.6.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiellen sind gramnegative, unbegeil3elte Stabchenbakterien. Durch das Fehlen
von GeilReln kdnnen sie sich nicht fortbewegen. Klebsiellen verursachen eitrige
Lokalinfektionen und Sepsis. Klassisch sind hier sowohl ambulante als auch
nosokomiale Lobarpneumonien und Harnwegsinfektionen zu nennen.

Klebsiella pneumoniae ist der wichtigste Vertreter der Gruppe der Klebsiellen. Dieser
hat eine hohe Resistenzrate und ist deshalb schwierig zu therapieren (25). Klebsiella
pneumoniae ist je nach Quelle fiir ca. 6% aller ambulanten Harnwegsinfektionen
verantwortlich (12, 15). Bei nosokomialen Harnwegsinfektionen ist K. pneumoniae mit

bis zu 11% noch haufiger vertreten (8).



Einleitung 7

1.6.3 Proteus mirabilis

Proteus mirabilis ist ein gramnegatives, begeil3eltes Bakterium. Charakteristisch fur
Proteus ist die hohe Motilitét, die durch die starke Begeil3elung bedingt ist. Dadurch
kann Proteus selbst auf festen Kulturmedien schwérmen.

Wichtig bei Harnwegsinfektionen ist die Fahigkeit von Proteus zur Ureasebildung.
Urease fuhrt zur Erh6hung des pH-Wertes im Harntrakt. Dies begunstigt wiederum das
Wachstum der Bakterien (25).

Der wichtigste Vertreter aus der Gruppe der Proteus ist P. mirabilis. Dieser ist flr 5%
aller ambulant erworbenen Harnwegsinfektionen und 10% aller nosokomialen

Infektionen verantwortlich (8, 12, 15).

1.6.4 Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae ist ein gramnegatives, begeil3eltes Stabchen. Bakterien dieser
Spezies weisen eine starke Tendenz zur Multiresistenz auf (25).

Sie sind fur ca. 1,3% aller ambulant erworbenen Harnwegsinfektionen verantwortlich
(15).

1.6.5 Serratia marcescens

Serratien sind gramnegative, begeil3elte Bakterien. Sie kommen in der Natur und
gelegentlich auch im Darm oder im menschlichen Respirationstrakt vor.

Serratia marcescens ist der wichtigste Vertreter dieser Gruppe. Haufige Krankheiten,
die durch S. marcescens verursacht werden, sind Sepsis, Endokarditiden,
Harnwegsinfektionen, Respirationsinfektionen, Wundinfektionen oder Meningitiden
(25).

1.6.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonaden sind gramnegative, begeil3elte Stdbchenbakterien. Sie sind
Nonfermenter, kdnnen also Glukose nicht abbauen. Sie sind weit verbreitet in der
Natur und an der aeroben Zersetzung von organischem Material beteiligt.

Pseudomonas aeruginosa ist der relevanteste Vertreter der Gruppe der
Pseudomonaden. Als Feuchtkeim mit ausgeprégter intrinsischer Resistenz gegen f3-
Laktam-Antibiotika gilt er als einer der Problemkeime in der Klinik. Generell
verursachen Pseudomonaden meist Hautinfektionen, Wundinfektionen,
Ohrinfektionen nach  Wasserexposition oder ulzerative Keratitiden bei
Kontaktlinsentragern. In der Intensivmedizin ist vor allem die nosokomiale

Lungeninfektion mit Pseudomonas aeruginosa bei Beatmungspatienten
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hervorzuheben. Diese ist mit einer hohen Letalitat assoziiert. Weitere schwerwiegende
Krankheitsbilder sind Sepsis oder Meningitiden. Problematisch sind Pseudomonaden
vor allem auch bei katheterassoziierten Infektionen (25).

Pseudomonas aeruginosa ist fir ca. 1% aller Harnwegsinfektionen verantwortlich (12).

1.6.7 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii ist ein gramnegatives Stabchenbakterium. Aufgrund der
fehlenden BegeilRelung ist es, genau wie Klebsiella pneumoniae, nicht beweglich.

Wie auch Pseudomonaden sind Acinetobacter Nonfermenter. Es kommt ubiquitar
sowohl in der Umwelt als auch auf Haut und Schleimh&uten vor. Dadurch ist es ein
klassischer fakultativ pathogener Erreger, der vor allem bei immunsupprimierten
Patienten Infektionen verursacht. Zu diesen gehdren vor allem nosokomiale
Infektionen,  beispielsweise = beatmungsassoziierte  Lungeninfektionen  oder

katheterassoziierte Infektionen (25).

1.6.8 Citrobacter freundii

Citrobacter freundii ist ein fakultativ humanpathogenes Bakterium. Es ist ein seltener

Erreger von, meist nosokomialen, Harnwegsinfektionen.

1.6.9 Morganella morganii

Morganella morganii ist ein Verursacher opportunistischer Infektionen. Auch er ist ein

seltener Erreger von, meist katheterassoziierten, Harnwegsinfektionen.

1.7 Substanzauswahl

1.7.1 Die Geschichte pflanzlicher Stoffe zur Behandlung von Harnwegsinfektionen

Die Behandlung von Krankheiten mit pflanzlichen Stoffen hat eine jahrtausende alte
Tradition (26). Schon lange, bevor die bakterielle Genese von Harnwegsinfektionen
festgestellt wurde, wurden diese mit Phytotherapeutika behandelt. Im Jahre 3000
v.Chr. wurden in China und circa ein Jahrtausend spater im Alten Agypten im Papyrus
Ebers die ersten pflanzlichen Stoffe zur Behandlung von Dysurie beschrieben (27).
Seit dem Aufkommen der Antibiotika haben andere antibakterielle Stoffe an Relevanz
verloren. Mit den in 1.1 erwahnten Zukunftsprognosen durch Antibiotikaresistenzen
gewinnen alternative antibakterielle Stoffe wieder an Bedeutung. Zu diesen gehdren
auch diverse Phytotherapeutika, von denen einige in dieser Arbeit behandelt wurden.

So wird in der aktuellen S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft flur Urologie zur
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Behandlung von Harnwegsinfekten bei Frauen mit haufig rezidivierenden Zystitiden
die Einnahme von Phytotherapeutika empfohlen (15).

In dieser Arbeit wurde sich auf die folgenden Substanzen fokussiert.

1.7.2 Senfole

Die Senfdle, auch Isothiocyanate genannt,
Allylisothiocyanat (AITC), Benzylisothiocyanat
(BITC) und Phenylisothiocyanat (PITC) werden
aus Senfolglycosiden, den inaktiven Vorstufen
der Senfdle, bei Verletzung des pflanzlichen
Gewebes durch das Enzym Myrosinase
hydrolysiert. Dieser Mechanismus gehdrt zur

naturlichen Schéadlingsbekampfung VON  Abbildung 1: Senfolglycosid

Pflanzen.

In der Lebensmittelindustrie werden Senféle schon langer eingesetzt. Sie haben nicht
nur antibakterielle Eigenschaften, sondern zeigen auch Wirkung gegen Pilze (28-31).
Fiar Isothiocyanate wurden wachstumshemmende Eigenschaften nicht nur far
grampositive und gramnegative Bakterien beschrieben, sondern interessanterweise

zeigte sich auch eine Wirksamkeit gegen Antibiotika-resistente Bakterien (28, 30-32).

HZCV\N:CZS N=C=S

Abbildung 2: Allylisothiocyanat Abbildung 3: Benzylisothiocyanat

N=C=S

Abbildung 4: Phenylisothiocyanat

1.7.3 Rosmarin (Rosmarinus officinalis)

Die Pflanze Rosmarin gehort der Familie der Lamiaceae an. Pflanzen dieser Gattung,
so beispielsweise auch Thymian und Salbei, werden in der Lebensmittelindustrie und
vielen anderen Bereichen genutzt. Rosmarin hat antioxidative und antimikrobielle
Wirkungen (33).

Auch in der Medizin wird Rosmarin schon langer eingesetzt. So wird ihm ein

hepatoprotektiver Effekt zugeschrieben (34). Des Weiteren hat Rosmarin
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antidiabetische, schmerzlindernde, antientzindliche, antiangiogene und
antithrombotische Eigenschaften (35-38). Es konnte gezeigt werden, dass Rosmarin
den neuronalen Zelltod aufhélt (39). Deswegen wird Rosmarin ein therapeutischer
Nutzen fir neuronale Erkrankungen, wie beispielsweise Alzheimer oder Parkinson,
zugeschrieben (38, 39).

Die Europdische Arzneimittel-Agentur hat eine Empfehlung ausgesprochen, dass
Rosmarinél fur dyspeptische Beschwerden, leichte Bauchkrampfe, leichte Muskel- und
Gelenkbeschwerden und geringe periphere  Durchblutungsstérungen als
Therapeutikum verabreicht werden kann (40).

Diese Wirkungen lassen sich vor allem auf bestimmte Bestandteile von Rosmarin
zurlckfuhren. Zu diesen gehoéren Carnosol, Carnosolsdure, Ursolsaure,
Rosmarinsaure und Kaffeesdure (34, 41). Diese bestehen vor allem aus

Phenolverbindungen (33).

1.7.4 Liebstockel (Levisticum officinale)

Liebstockel, zur Familie der Apiaceae gehdrend, wird schon seit hunderten von Jahren
aufgrund der diuretischen, spasmolytischen, anti-inflammatorischen und
verdauungsférdernden Eigenschaften in der Medizin eingesetzt (42, 43). Diesen
Eigenschaften liegen viele bioaktive Verbindungen zugrunde. Zu diesen gehdren
neben essentiellen Olen auch die unter 1.7.3 schon erwahnten Phenolverbindungen
(43).

1.7.5 Proanthocyanidine

Proanthocyanidine sind einer der Hauptbestandteile von Cranberrys. Diese werden in
der Volksmedizin schon sehr lange als Prophylaxe bei wiederkehrenden
Harnwegsinfektionen und auch zur Infektionstherapie selbst empfohlen und
eingenommen. Proanthocyanidine hemmen in vitro Typ 1- und P-Fimbrien
uropathogener E. coli (44). Dadurch wird die Fahigkeit zur Anheftung an das Urothel

gehemmt.
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1.7.6 D-Mannose

In der aktuellen Interdisziplindren S3 Leitlinie zur Epidemiologie, Diagnostik, Therapie,
Pravention und Management unkomplizierter, bakterieller, ambulant erworbener
Harnwegsinfektionen bei erwachsenen Patienten OH CH3

der Deutschen Gesellschaft fur Urologie e.V. wurde
festgelegt, dass die Einnahme von Mannose bei

haufig rezidivierender Zystitis bei weiblichen

v

Patienten erfolgen kann (15). D-Mannose hemmt HO\“

Typ 1-Fimbrien uropathogener E. coli und

OH

vermindert damit, genau wie Proanthocyanidine, die
_ _ _ ) Abbildung 5: Methyl-a-D-
Adhasionsfahigkeit der Bakterien. mannopyranoside

1.8 Pathogenitatsfaktoren

1.8.1 Virulenzfaktoren

Wie in 1.6.1 erwéhnt kommt Escherichia coli, der haufigste Erreger von
Harnwegsinfektionen, physiologisch vor allem im Darm vor. Damit ein Bakterium die
intestinale Nische verlassen und andere Bereiche kolonialisieren kann, bendtigt es
Eigenschaften, die ihm dies ermdglichen. Diese Virulenz- oder Pathogenitatsfaktoren
schaffen die Mdglichkeit zur Adaption von Bakterien an ein neues Habitat. Im Zuge
dessen erlangen die Enterobakterien pathogenes Potenzial und koénnen
extraintestinale Infektionen, wie beispielweise Harnwegsinfektionen, verursachen.

Es gibt viele verschiedene Virulenzfaktoren. In dieser Arbeit wurde sich auf die
Anhaftungsfahigkeit, Fortbewegungsfahigkeit und das Wachstum der Bakterien

fokussiert.

1.8.1.1 Adhéasion

Einer der wichtigsten Faktoren, der Bakterien die Kolonisation des Urogenitaltraktes
erleichtert, ist die Adhasionsfahigkeit an das Urothel. In uropathogenen E. coli gibt es
eine Vielzahl von Fimbrien zur Adhasion (45). Hier hervorzuheben sind die Typ 1- und
P-Fimbrien. Typl-Fimbrien befinden sich bei 89-95% aller uropathogenen E. coli (44).
Diese kénnen durch D-Mannose gehemmt werden (46). Dadurch kénnen die Bakterien
nicht mehr Gber Typ 1-Fimbrien an das Urothel haften.

P-Fimbrien sind vor allem in uropathogenen E. coli, die Pyelonephritiden und damit
komplizierte Harnwegsinfektionen verursachen (47). Sie sind D-Mannose resistent
(47).
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Das Festsetzen der E. coli an das Urothel erfolgt, bevor die Bakterien in die

Urothelzellen eintreten und sich dort vermehren kénnen (48).

1.8.1.2 Motilitat

Ein weiterer wichtiger Faktor, der zur Virulenz von Bakterien beitragt, ist die Fahigkeit,
sich fortzubewegen. Einige uropathogene Bakterien besitzen Flagellen, mit denen sie
sich fortbewegen konnen. Mehr als 95% aller Harnwegsinfekte sind aufsteigende
Harnwegsinfekte (49). Das heil3t, die Bakterien bewegen sich tUber die Harnroéhre in
die Harnblase und eventuell in die Nierenbecken. Durch die Motilitat haben Bakterien
mit Flagellen, verglichen mit Bakterienstammen, die keine Flagellen haben, eine
hohere Virulenz (50). Dadurch kénnen sie im Urogenitaltrakt aszendieren (51). Es
konnte aufgezeigt werden, dass durch Flagellen vermittelte Motilitdt uropathogene E.
coli leichter in den oberen Urogenitaltrakt gelangen und sich im Korper verteilen
kénnen (51).

Flagellen spielen nicht nur in der Bewegungsfahigkeit der Bakterien eine Rolle. So
konnte nachgewiesen werden, dass sie auch ihren Teil zur Adhasion, Biofilmbildung

und Invasion der Epithelzelle beitragen (52).

1.8.1.3 Quiescent intracellular reservoirs

Selbst nach Behandlung und Ausheilen des Infektes konnen die Bakterien weiterhin
intrazellular als ,quiescent intracellular reservoirs (QIRs)“ persistieren (53). Durch die
Zellmembran sind sie besser vor der Abwehrreaktion des Korpers und vor
medikamentdsen Therapien geschutzt.

Bei Austreten der Bakterien aus der Epithelzelle kann es dann zu einem
rezidivierenden Harnwegsinfekt mit demselben Klon fiihren (53). Phytotherapeutika
konnen aufgrund der geringeren Nebenwirkungsrate, im Vergleich zur antibiotischen
Prophylaxe, tber langere Zeitrdume eingenommen werden. Dadurch l&sst sich der

rezidivierende Harnwegsinfekt friihzeitig unterbinden.

1.9 Anwendungsmaoglichkeiten

1.9.1 Medizinische Anwendungsmadglichkeiten

Alternative Therapieansatze konnen einen Paradigmenwechsel in der Behandlung von
Harnwegsinfektionen darstellen. Wie schon im Kapitel 1.5 erwéhnt, gibt es erste
Studienergebnisse, in denen antimikrobielle Verbindungen gleichwertig mit

antibiotischen Therapien sind. In Zukunft kdnnten diese vor allem auch als supportive
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Therapie, in Kombination mit Antibiotika, genutzt werden. Beispielsweise zeigen
Isothiocyanate, im Kapitel O dargestellt, auch Wirkung gegen antibiotikaresistente
Bakterien und kdnnten so als Zusatz zu Antibiotika von Nutzen sein.

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten sind die Prophylaxe bei rezidivierenden
Harnwegsinfektionen, als auch bei ausreichender Wirkung des Phytotherapeutikums
die Monotherapie. Da bestimmte Phytotherapeutika auf verschiedene Bakterien
unterschiedlich ansprechen, koénnte nach ausreichender Diagnostik ein
erregerorientiertes Einsetzen im Rahmen eines multimodalen Therapiekonzeptes
stattfinden.

Der Nutzen von antimikrobiellen Verbindungen beschrankt sich aber nicht nur auf die
Behandlung urogenitaler Infektionen. Diese koénnten noch in einem sehr breiten
Spektrum der Medizin Verwendung finden. So werden generell antimikrobielle
Verbindungen gesucht, die beispielsweise bei der Beschichtung von Kathetern

eingesetzt werden kdnnen, um nosokomialen Infektionen vorzubeugen.

1.9.2 Anwendungsmaoglichkeiten aulRerhalb der Medizin

Naturlich ist die Anwendung antimikrobieller Verbindungen schon jetzt nicht nur auf die
Medizin beschrankt. So kommen pflanzliche Stoffe, wie beispielsweise Rosmarin,
aufgrund ihrer antimikrobiellen und antioxidativen Eigenschaften in der

Lebensmittelindustrie zum Einsatz.

1.10 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Promotionsschrift beschéaftigt sich mit alternativen medikamentdsen
Methoden zur Behandlung und Prophylaxe von Harnwegsinfektionen.

Ziel dieser Arbeit ist es im Sinne einer Antivirulenz-Therapie, den Einfluss
ausgewahlter antimikrobieller Substanzen, die in der Klinik gegebenenfalls bei der
Behandlung von Harnwegsinfektionen prophylaktisch oder supportiv zu gangigen
Behandlungsmethoden angewendet werden konnen, auf infektionsrelevante
Eigenschaften der wichtigsten uropathogenen Bakterien zu untersuchen.

Zunachst wurde eine fur Harnwegsinfektionen reprasentative Stammsammlung
Klinischer Isolate unterschiedlicher Spezies erstellt. Diese wurden im Rahmen von
komplizierten und unkomplizierten Harnwegsinfektionen isoliert. Daraufhin wurden
folgende Verbindungen evaluiert: verschiedene Derivate von Senfdlen (Thiocyanaten),
Rosmarinextrakt, Liebstdckel, Proanthocyanidine (Cranberry) und zu Teilen D-

Mannose.
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Es wurden die Minimalen Hemmkonzentrationen der Phytotherapeutika auf die
verschiedenen Isolate bestimmt. Durch Schwéarmversuche wurde die Motilitdt unter
Substanzeinfluss beschrieben. Agglutinationsversuche wurden durchgefihrt, um das
Adhasionsverhalten in mit antimikrobiellen Substanzen versetzten Milieu zu
untersuchen.

Auf die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse kénnen weitere Forschungsarbeiten

aufbauen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterien

Insgesamt wurden fiur diese Arbeit 30 Isolate verschiedener gramnegativer
Bakterienspezies genutzt.

Unter den fUr E. coli ausgewéhlten Bakterien sind auch die Isolate NU14 und CFTO073.
NU14 und CFT073 sind klinische Zystitis- bzw. Pyelonephritis-Isolate, die vor allem flr
Studienzwecke genutzt werden (54, 55).

Die eingesetzten Bakterien wurden aus Urinproben von Patienten mit
Harnwegsinfektionen in der Diagnostik des Max-von Pettenkofer-Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen isoliert.

Fir die Dauer der Versuche wurden die Bakterienstamme wochentlich neu auf
Blutagar ausgestrichen. Die Bakterienspezies wurden im Verlauf mit MALDI-TOF-

Massenspektrometrie kontrolliert.

2.1.2 Phytotherapeutika

In folgender Tabelle sind die fur diese Arbeit genutzten Substanzen aufgelistet.
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Tabelle 2: Substanzen

Substanz

Cas-Nummer

Hersteller

4,5-Dimethyl-3-hydroxy-
2,5-dihydrofuran-2-on
Rosemary oil

Allyl isothiocyanate
Benzyl isothiocyanate
Phenyl isothiocyanate
Grape Seeds Oligomeric
Proanthocyanidins

Methyl-a-D-

mannopyranoside

2.1.3 Medien/Chemikalien

28664-35-9

8000-25-7

57-06-7

622-78-6

103-72-0

222838-60-0

617-04-9

Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

In der folgenden Tabelle sind die fur diese Arbeit genutzten Nahrmedien und

Chemikalien aufgelistet.
Tabelle 3: Medien/Chemikalien

Hersteller

BD Columbia Agar with
5% sheep blood

PBS

Dimethylsulfoxid

Bactoagar

Hefeextrakt Pulver

Product-Nr.: P0O4-36500

CAS-Nr.: 67-68-5

CAS-Nr.: 9002-18-0

CAS-Nr.: // 103303

Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland
MP Biomedicals,

Eschwege, Deutschland
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Bacto-Trypton

2.1.4 Ausstattung

CAS-Nr.: // 211699

Becton Dickinson,

Heidelberg, Deutschland

In der folgenden Tabelle sind die fur diese Arbeit genutzten Geréte, Utensilien und die

Ausstattung des Labors aufgelistet.

Tabelle 4: technische Ausstattung

Gerate

Name/Hersteller

Mikroplatten-Reader

Photometer

MALDI-TOF MS

Automatisiertes Identifikations- und

Empfindlichkeits- Testsystem

Mikroskop

Inkubator

Schittler und Rihrer Werkbank

Inkubationsschuttler

Halbmikrowaage

Waage

Multipipette

TriStar LB941, Berthold Technologies

GmbH & Co. KG, Bad Wildbad,
Deutschland
Ultrospec3100pro, General Eletric,

Amersham Biosciences, Frankfurt am
Main, Deutschland

LT Tischgeréat
Stickstofflaser, Bruker Daltonics GmbH &

Microflex mit
Co. KG, Bremen, Deutschland

100,
Heidelberg, Deutschland

Type 020-503.030, Ernst Leitz Wetzlar
GmbH, Wetzlar, Deutschland

Phoenix Becton Dickinson,

Hereus T12, Hereus GmbH, Hanau,
Deutschland

RS-VA10, Phoenix Instrument GmbH,
Garbsen, Deutschland

Sartorius Certomat R, Sartorius GmbH,
Gottingen, Deutschland

BP61,
Gottingen, Deutschland
Prazisionswaage 440-33N, KERN &
SOHN GmbH, Balingen, Deutschland

Sartorius Sartorius GmbH,

Eppendorf Research, Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland
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Pipetten

Kivetten

Erlenmeyerkolben

96-Well Mikrotiterplatten

Kihlschrank

Gefrierschrank

Autoklav

Dampfsterilisator

Magnetrihrer mit Heizung

2.1.5 Software

Eppendorf Research, Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland

Bio-One
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

250
Schikanen, DWK Life Sciences GmbH,

Wertheim, Deutschland

Halbmikrokivette, Greiner

mL Erlenmeyerkolben mit

Cellstar, Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich
Profi Line, Liebherr-International

Deutschland GmbH, Biberbach an der
Rif3, Deutschland

Comfort
Deutschland GmbH, Biberbach an der
Rif3, Deutschland

Laboklav 160-MSLV; SHP Steriltechnik
AG, Detzel Schlo3, Deutschland
VARIOKLAV Typ
500EC; Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Deutschland
RCT Basic, IKA-Werke,
Breisgau, Deutschland

Line, Liebherr-International

Dampfsterilisator

Staufen im

In folgender Tabelle sind die fur diese Arbeit genutzten Programme aufgelistet.

Tabelle 5: Software

Programme

Hersteller

MikroWwin2000

Microsoft Excel Version 2022 Build
16.0.14931.20272
GraphPad Prism 8.4.3

Berthold Technologies GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad, Deutschland

Microsoft, Redmond, Washington, USA
GraphPad San
Kalifornien, USA

Software, Diego,
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Microsoft ~ PowerPoint ~ Version 2208  Build = Microsoft, Redmond, Washington, USA
16.0.15601.20204

Chemograph Plus 6.4 DigiLab Software GmbH, Altenholz,

Deutschland

2.2 Herstellung von Medien

2.2.1 Zehnfach LB-Medium

200 g Trypton, 100 g Hefeextrakt, 100 g NaCl wurden in 2 L demineralisiertem H20
gegeben. Nachdem die Lésung autoklaviert wurde, wurde sie bei Raumtemperatur
gelagert. Diese Losung diente als Stockldsung fir das einfach LB-Medium. Nach jeder

Entnahme wurde die Stocklésung erneut autoklaviert.

2.2.2 LB-Medium
Um einfach LB-Medium zu erhalten, wurde die oben beschriebene Stocklésung
zehnfach LB-Medium zehnfach mit destilliertem H20 verdinnt und erneut autoklaviert.

Das LB-Medium wurde bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.3 PBS-Pufferlésung
Zur Herstellung von PBS-Pufferlésung wurden 8 g NaCl, 1,4 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4

in 1000 mL H20 gegeben. Anschlie3end wurde die Pufferldsung autoklaviert und bei
Raumtemperatur gelagert.

2.2.4 Bactoagarplatten

15 g Bactoagar, 100 mL zehnfach LB und 900 mL vollentsalztes Wasser wurden fur
1,5%ige Agarplatten vermischt und autoklaviert. Die L6sung wurde erhitzt und mithilfe
eines magnetischen Rihrstabes verruhrt. Unter weiterem Rihren kuhlte sich die
Losung auf Handwérme ab. AnschlieBend wurden die Platten gegossen. Diese
wurden bei Raumtemperatur getrocknet und gekuhlt gelagert.

Alternativ wurden Columbia Agar mit 5% Schafsblut genutzt.

2.3 Methoden

2.3.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um die geringste Konzentration zu finden, bei der

kein nennenswertes Bakterienwachstum stattfindet. Hierzu wurden nach definierter



Material und Methoden 20

Einsaat in einer 96-Well-Platte das Wachstum der Bakterien unter Substanzeinfluss in
verschiedenen Verdinnungsstufen zu einem definierten Zeitpunkt (ber OD-

Messungen quantifiziert.
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Abbildung 6: Darstellung einer 96 Well Mikrotiterplatte

90000000

Am Vortag des Versuches wurde eine Ubernachtkultur in 50 mL LB-Medium in einem
Erlenmeyerkolben angesetzt. Diese wurde im Schittelinkubator bei 37°C und 200 rpm
Uber Nacht inkubiert.

In die 96 Well Mikrotiterplatte wurde in die erste Reihe 1 vertikal jeweils 180 pL PBS-
Puffer gegeben. Die restlichen Reihen wurden mit jeweils 100 pL PBS bestiickt.
Danach wurden 20 uL der zu untersuchenden Substanz in Reihe 1 gegeben.

Mithilfe der Multipipette wurden die Wells durchmischt und 100 pL von der ersten
Reihe in die zweite Reihe pipettiert. Danach wurden die Pipettenspitzen abgeworfen.
Dies wurde mit jeder einzelnen Reihe wiederholt, bis jeweils 100 pL Losung bestehend
aus PBS und der zu untersuchenden Substanz in den einzelnen Wells war. Dadurch
erreicht man jeweils von Reihe zu Reihe eine Verdiinnung um die Halfte.

Die Ubernachtkultur wurde auf eine ODeoonm = 0,1 mit LB-Medium verdinnt. Die
optische Dichte, auch Extinktion genannt, ist ein Mal3 fur die Abschwachung durch
Streuung oder Absorption von Licht einer bestimmten Wellenlange bei Passieren eines
Mediums. In jedes Well wurden 100 pL der verdinnten Bakteriensuspension

zugegeben, sodass jedes Well 200 pL Losung enthielt.
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So erhalt man in Well 1 fur AITC die Konzentration 5,07 mg/mL, fir BITC 5,625 mg/mL
und far PITC 5,66 mg/mL, fur Rosmarin 45,4 mg/mL und fir Liebstockel die
Konzentration 50 mg/mL.

Das Fassungsvermogen der einzelnen Wells liegt bei 400 pL. Als Kontrollen wurden
einzelne Wells ohne Substanzen mit 100 puL PBS-Puffer und 100 pL verdinnte
Bakteriensuspension genutzt.

Die Platte wurde abgedeckt fir 24h im Brutschrank inkubiert. Nach 24h erfolgte die
Absorbanz Messung im TriStar LB941 bei ODesoonm = 590nm von Berthold
Technologies. Vor jeder Messung wurde im TriStar die Platte geschiittelt.
Schutteleinstellungen wurden auf ,Duration 5s, Speed Slow, Diameter 1.0, Type
orbital“ festgelegt. Die Messung erfolgte mit den Einstellungen ,Lamp Energy 25000,
Counting Time 0.10°

2.3.2 Wachstumskurven

Dieser Versuch wurde durchgefuhrt, um das Bakterienwachstum in den ersten
Stunden unter Substanzeinfluss zu untersuchen. Hierzu wurden nach niedriger
definierter Einsaat in einem Erlenmeyerkolben die Bakterien zu einem definierten
Zeitpunkt Uber OD-Messungen quantifiziert.

Am Vortag des Versuches wurde eine Ubernachtkultur in 50 mL LB-Medium in einem
Erlenmeyer Kolben angesetzt. Diese wurde im Schittelinkubator bei 37°C und 200
rpm Uber Nacht inkubiert.

Es wurden 4 verschiedene Erlenmeyerkolben vorbereitet mit jeweils 50mL LB-
Medium. Ein Kolben enthielt keine Substanz und diente als Kontrollkolben. In die
anderen 3 Kolben wurden 50 pL, 10 pL und 5 pL Rosmarin zugegeben, sodass
Rosmarinextrakt in Verhaltnis von 1:1.000, 1:5.000 und 1:10.000 mit LB-Medium
vermischt wurde. Daraus ergeben sich Konzentrationen von 0,98 mg/mL, 0,18 mg/mL
und 0,0908 mg/mL.

Die Ubernachtkultur wurde auf eine ODsoonm = 1 verdiinnt. Von der verdiinnten
Ubernachtkultur wurden jeweils 5 mL in die vorbereiteten Erlenmeyerkolben gegeben.
Diese wurden im Schuttler bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Fir 240 Minuten wurde alle
20 Minuten die Absorbanz im Photometer gemessen. Sobald die Absorbanz tiber eine
ODsoonm = 1 gestiegen ist, wurden die Losungen im Verhaltnis 1:10 mit LB-Medium

verdunnt, um die Messgenauigkeit des Photometers zu erhdhen.
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2.3.3 Schwarmversuche

Dieser Versuch diente dazu, die Beweglichkeit der Bakterien auf fester Agarsubstanz
zu beurteilen. Hierfir sind bestimmte Schwéarmagarplatten notwendig. Mit diesen kann
man die Motilitat der Bakterien unter Substanzeinfluss beobachten.

Abbildung 7: Darstellung eines Schwarmversuchs

2.3.3.1 Herstellung der Schwarmagarplatten

3 g Bactoagar, 100 mL zehnfach LB und 900 mL vollentsalztes Wasser wurden fur
0,3%igen Schwarmagar vermischt und autoklaviert. Die Losung wurde erhitzt und
mithilfe eines magnetischen Ruhrstabes verrihrt. Unter weiterem Rihren lie3 man die
Ldsung auf Handwarme abkuhlen. Daraufhin wurden die Substanzen in die Losung
gegeben. AnschlieBend wurden die Platten gegossen. Die Platten wurden bei
Raumtemperatur mit leicht gekippten Deckeln getrocknet.

Es wurden jeweils 3 verschiedene Konzentrationen pro Substanz evaluiert. AITC
wurde in den Konzentrationen 1 mg/mL, 0,1 mg/mL und 0,01 mg/mL getestet. BITC
und PITC wurden jeweils, um eine bessere Vermischung mit dem Schwarmagar zu
erreichen, in einem Verhaltnis von 1 zu 10 in DMSO geldst. BITC wurde in den
Konzentrationen 1,1 mg/mL, 0,1 mg/mL und 0,01 mg/mL getestet. PITC wurde in den
Konzentrationen 1,1 mg/mL, 0,1 mg/mL und 0,01 mg/mL getestet. Rosmarindl wurde
in den Konzentrationen 90,8 mg/mL, 9,08 mg/mL und 0,908 mg/mL getestet.
Liebstockel wurde in den Konzentrationen 1 mg/mL, 0,1 mg/mL und 0,01 mg/mL
getestet. Proanthocyanidine wurde in den Konzentrationen 0,25 mg/mL, 0,025 mg/ml
und 0,0025 mg/mL getestet.
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2.3.3.2 Bestimmung der Bakterienmotilitat auf Schwarmagarplatten

Am Vortag des Versuches wurde eine Ubernachtkultur in 50 mL LB-Medium in einem
Erlenmeyer Kolben angesetzt. Diese wurde im Schittelinkubator bei 37°C und 200
rpm Uber Nacht inkubiert. Gleichzeitig wurden am Vortag die Schwéarmagarplatten
vorbereitet und Uber Nacht getrocknet. Als Kontrolle wurde eine Schwarmagarplatte
ohne Substanz genutzt.

Die Ubernachtkultur wurde auf eine ODesoonm = 1 verdiinnt. Es wurden jeweils 5 pL der
verdinnten Ubernachtkultur auf die Platten gegeben. AnschlieRend lieR man die
Bakterien 30 Minuten auf der Werkbank in den Schwarmagar einziehen, bevor die
Schwarmagarplatten in den Inkubator kamen. Ab der 4. Stunde wurde 4-mal in
einstindigen Abschnitten der Durchmesser der Bakterien auf der Schwarmagarplatte

mit einem Lineal gemessen.

2.3.4 Agglutinationsversuche

Dieser Versuch wurde durchgefihrt, um die Anhaftungsféhigkeit der Bakterien an
Hefemolekile zu beurteilen. Die Bakterien binden Uber FimH an die Mannose-
Bindungsstellen der Hefemolekiile. Es wurde untersucht, ob die Substanzen die

Bindungsstellen der Bakterien blockieren kdnnen.

- -
!

a) ol B
Abbildung 8: Agglutinationsversuche; a) Agglutination b) keine Agglutination (56)

Am Vortag des Versuches wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Es wurde eine Stocklésung aus 0,5 g Hefe in 40 mL PBS-Pufferlésung vorbereitet. Als
Kontrolllosung wurden 200 pL mit einer Impfose der Ubernachtkultur vermischt.
AuRerdem wurden 190 pL PBS, eine Impfése der Ubernachtkultur und 10 pL der
jeweiligen Substanz vermischt. Somit wurden hier folgende Konzentrationen genutzt:
AITC 50,6 mg/mL, BITC 56,25 mg/mL, PITC 56,6 mg/mL, Rosmarindl 45,4 mg/mL,

Liebstockel 50 mg/mL und Proanthocyanidine 12,5 mg/mL. Zur Beurteilung des
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Adhasionsverhaltens der Typ 1-Fimbrien wurde ein weiterer Versuch mit 0,2%iger
Mannoseldsung durchgefiihrt. Die einzelnen Suspensionen wurden jeweils bis zum
vollstdndigen Durchmischen geschuttelt.

Auf einen Objekttrager wurden auf beiden Seiten jeweils 10 uL PBS-Hefesuspension
gegeben. Anschliel3end wurde auf der einen Seite 10 pL Kontrollldsung und auf der
anderen Seite 10 puL der PBS-Substanzlésung zugegeben und mit Hilfe der Pipette
vermischt. Die Seiten des Objekttrdgers wurden dementsprechend markiert.
Anschliel3end wurden nach fiinf Minuten Deckglaser auf die vermischten Losungen
gesetzt. Mit Immersions6l wurde unter 40-facher Vergro3erung das
Agglutinationsverhalten der einzelnen Bakterienstamme im Vergleich zur Kontrolle

beurteilt.

2.3.5 Datenauswertung

2.3.5.1 Auswertung der minimalen Hemmkonzentration

Es wurden die Standardabweichungen der jeweiligen Konzentrationen gebildet. Als
minimale Hemmkonzentration wurde die Konzentration definiert, bei der die
Standardabweichung keine Uberschneidung mit der Standardabweichung der

Kontrolle hat.

2.3.5.2 Auswertung der Schwarmversuche

Zur statistischen Auswertung wurde ein  Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.
Verglichen wurden jeweils die Durchmesser der Bakterien auf den
Schwarmagarplatten mit der Kontrolle. Als signifikant wurden die Werte angesehen,
sobald der P-Wert < 0,05 war.

2.3.5.3 Auswertung der Agglutinationsversuche

Die Auswertung der Agglutinationsversuche erfolgte nach mikroskopoischer
Beurteilung. Die Traubenbildung ist in Abbildung 8: Agglutinationsversuche; a)
Agglutination b) keine Agglutination (56) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentrationen

Die minimalen Hemmkonzentrationen sind von grofl3er Bedeutung, da sie aufzeigen,
ab welchen Konzentrationen ein Effekt auf das Wachstum der Bakterien zu erwarten
ist. Die im Weiteren aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass wir je nach Substanz meist
keine einheitlichen speziestibergreifenden Hemmkonzentrationen haben. Vielmehr ist
zu erkennen, dass die Antworten auf dieselben Konzentrationen je nach Bakterienart
unterschiedlich sind. Da die Bioverfugbarkeit der Substanzen im Urogenitaltrakt
quantifiziert werden kann, kann man Uberprifen, ob die nétigen Konzentrationen zur
Eradikation spezifischer Erreger tiberhaupt erreicht werden kénnen. Dies konnte dazu

fuhren, dass Therapien in Zukunft individueller gestaltet werden kénnen.

3.1.1 Evaluation des Test-Protokolls

3.1.1.1 Intertestvariabilitat

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu udberprifen, wurden an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen die MHK-Werte des E. coli-Isolates NU14 bestimmt. Fur
die Evaluierung der Intertestvariabilitdit wurden die Kurven zur Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration der verschiedenen Substanzen des Escherichia coli-
Isolates NU14 miteinander verglichen. Um eine geringe Intratestvariabilitdt zu
gewahrleisten, wurden die Versuche in Triplikaten durchgefihrt.
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Abbildung 9: Intertestvariabilitat

Die Reproduzierbarkeit der Methode zur Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration konnte anhand dieser Ergebnisse bestétigt werden. So zeigt sich
in Abbildung 9, dass die MHKSs Ubereinstimmen und es nur geringe Diskrepanzen der

Ergebnisse gibt.
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3.1.1.2 Dimethylsulfoxid-Effekte auf das Bakterienwachstum

Isothiocyanate und Rosmarin sind Ole. Als Lésungsmittel wurde DMSO verwendet.
Zur Uberprufung von moglichen bakteriostatischen oder bakteriziden Effekten von
DMSO wurde das Bakterienwachstum unter DMSO-Einfluss in verschiedenen

Konzentrationen untersucht. In der ersten Spalte betragt die DMSO-Konzentration 4,5

%vol..
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Abbildung 10: DMSO-Effekte auf das Bakterienwachstum

Anhand der Abbildung 10 erkennt man, dass es bei der hdchsten Konzentration von
4,5% DMSO im 1. Well der 96-Well-Platte ein vermindertes Bakterienwachstum gibt.
Anhand dieses Versuchs lasst sich schlussfolgern, dass die bakterizide Wirkung von

DMSO bis auf in der ersten Verdinnungsstufe vernachlassigbar ist (57).

3.1.2 Minimale Hemmkonzentrationen
In den nachfolgenden Absatzen werden die Ergebnisse der Bestimmung der

minimalen Hemmkonzentration der verschiedenen antimikrobiellen Substanzen auf

die unterschiedlichen Bakterienspezies dargestellt.

3.1.2.1 Escherichia coli
Als haufigster Erreger von Harnwegsinfektionen wurde ein besonderes Augenmerk auf

E. coli gelegt.
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3.1.2.1.1 NU14
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Abbildung 11: Minimale Hemmkonzentrationen des E. coli Isolates NU14

Das Escherichia coli Isolat NU14 ist ein klinisches Zystitis-Isolat, das sehr haufig flr
Studienzwecke verwendet wird (55). So war NU14 eines der ersten E. coli Isolate, bei
dem im Mausmodell eine Infektion des Urothels beobachtet und die Rolle von Typ 1-
Pili beschrieben werden konnte (58).

Fur NU14 ergaben sich folgende MHK-Werte: AITC 0,01 mg/mL, BITC 0,088mg/mL,
PITC 0,088 mg/mL, Rosmarinextrakt 2,838 mg/mL und Liebstéckel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.1.2 CFT073
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Abbildung 12: Minimale Hemmkonzentrationen des E. coli Isolates CFT073

Das Escherichia coli-Isolat CFT073 ist, genau wie NU14, ein zu Studienzwecken sehr
haufig genutztes Bakterium. Fir CFTO73 ergaben sich folgende MHK-Werte: AITC
0,005 mg/mL, BITC 0,044 mg/mL, PITC 0,177 mg/mL, Rosmarinextrakt 5,675 mg/mL
und Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.1.3 536
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Abbildung 13: Minimale Hemmkonzentration des E. coli Isolates 536
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Das Escherichia coli Isolat 536 ist ein klinisches Pyelonephritis Isolat, das sehr haufig

fur Studienzwecke verwendet wird (59). Fur E. coli 536 ergaben sich folgende MHK-
Werte: AITC 0,005 mg/mL, BITC 0,044 mg/mL, PITC 0,177 mg/mL, Rosmarinextrakt
11,35 mg/mL und Liebstdckel 12,5 mg/mL.

3.1.2.1.4 Vergleich der minimalen Hemmkonzentrationen der verschiedenen

Escherichia coli Isolate

Anhand der oben genannten Ergebnisse erkennt man, dass es geringe Unterschiede

der MHK-Werte innerhalb der Spezies Escherichia coli gibt. So gibt es bei den meisten

Substanzen maximal eine Verdinnungsstufe Differenz zwischen den verschiedenen

Isolaten. Nur bei Rosmarinextrakt sind zwischen dem Isolat NU14 und dem Isolat 536

zwei Verdunnungsstufen Unterschied zu erkennen.
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Daraus lasst sich schliel3en, dass sich die minimalen Hemmkonzentrationen innerhalb

einer Bakterienspezies &hneln kdnnen.

3.1.2.2 Klebsiella pneumoniae
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Abbildung 14: Minimale Hemmkonzentrationen von Klebsiella pneumoniae
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Fur Klebsiella penumoniae ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,158
mg/mL, BITC 0,703 mg/mL, PITC 1,415 mg/mL, Rosmarinextrakt 2,838 mg/mL und

Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.3 Proteus mirabilis
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Abbildung 15: Minimale Hemmkonzentrationen von Proteus mirabilis
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Fur Proteus mirabilis ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,04 mg/mL,
BITC 0,044 mg/mL, PITC 0,354 mg/mL, Rosmarinextrakt 0,709 mg/mL und
Liebstockel 12,5 mg/mL.
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3.1.2.4 Enterobacter cloacae
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Abbildung 16: Minimale Hemmkonzentrationen von Enterobacter cloacae
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Fur Enterobacter cloacae ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,633
mg/mL, BITC 0,352 mg/mL, PITC 2,83mg/mL, Rosmarinextrakt 5,688 mg/mL und

Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.5 Serratia marcescens
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Abbildung 17: Minimale Hemmkonzentrationen von Serratia marcescens

Fur Serratia marcescens ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,02
mg/mL, BITC 0,022 mg/mL, PITC 1,415mg/mL, Rosmarinextrakt 0,710 mg/mL und
Liebstockel 12,5 mg/mL.
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3.1.2.6 Pseudomonas aeruginosa
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Abbildung 18: Minimale Hemmkonzentrationen von Pseudomonas aeruginosa

Fur Pseudomonas aeruginosa ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC
0,079 mg/mL, BITC 0,088 mg/mL, PITC 5,66 mg/mL, Rosmarinextrakt 1,419 mg/mL
und Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.7 Acinetobacter baumannii
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Abbildung 19: Minimale Hemmkonzentrationen von Acinetobacter baumannii

Fur Acinetobacter baumannii ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,01
mg/mL, BITC 0,044 mg/mL, PITC 0,708 mg/mL, Rosmarinextrakt 0,44 mg/mL und
Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.8 Citrobacter freundii
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Abbildung 20: Minimale Hemmkonzentrationen von Citrobacter freundii
Fur Citrobacter freundii ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,04

mg/mL, BITC 0,022 mg/mL, PITC 0,708mg/mL, Rosmarinextrakt 0,355 mg/mL,
Liebstockel 6,25 mg/mL.
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3.1.2.9 Morganella morganii
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Abbildung 21: Minimale Hemmkonzentrationen von Morganella morganii

Fir Morganella morganii ergaben sich folgende MHK-Konzentrationen: AITC 0,040
mg/mL, BITC 0,044 mg/mL, PITC 0,354 mg/mL, Rosmarinextrakt 0,355 mg/mL und
Liebstockel 6,25 mg/mL.

3.1.2.10 Zusammenfassung der MHK-Werte
In der nachfolgenden Tabelle sind die MHK-Werte von Escherichia coli

zusammengefasst.
Tabelle 6: MHK-Werte von Escherichia coli

Substanzen Bakterien
NU14 CFTO073 536
AITC 0,01 mg/mL 0,005 mg/mL 0,005 mg/mL

BITC 0,088 mg/mL 0,044 mg/mL 0,044 mg/mL
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PITC

Rosmarinextrakt

Liebstockel

0,088 mg/mL
2,838 mg/mL
6,25 mg/mL

0,177 mg/mL
5,675 mg/mL
6,25 mg/mL

0,177 mg/mL
11,35 mg/mL
12,5 mg/mL

In den nachfolgenden Tabellen sind die Werte der restlichen Bakterienspezies

zusammengefasst.
Tabelle 7: MHK-Werte

Substanzen Bakterien
Klebsiella Proteus Enterobacter Serratia
pneumoniae mirabilis cloacae marcescens
AITC 0,158 mg/mL | 0,04 mg/mL | 0,633 mg/mL | 0,02 mg/mL
BITC 0,703 mg/mL 0,044 mg/mL | 0,352 mg/mL | 0,022 mg/mL
PITC 1,415 mg/mL 0,354 mg/mL | 2,83 mg/mL 1,415 mg/mL
Rosmarinextrakt | 2,838 mg/mL | 0,709 mg/mL ' 5,688 mg/mL | 0,710 mg/mL
Liebstockel 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL @ 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL
Tabelle 8: MHK-Werte
Substanzen Bakterien
Pseudomonas  Acinetobacter Citrobacter | Morganella
aeruginosa baumannii freundii morganii
AITC 0,079 mg/mL 0,01 mg/mL 0,04 mg/mL | 0,04 mg/mL
BITC 0,088 mg/mL 0,044 mg/mL | 0,022 0,044 mg/mL
mg/mL
PITC 5,66 mg/mL 0,708 mg/mL | 0,708 0,354 mg/mL
mg/mL
Rosmarinextrakt | 1,419 mg/mL 0,44 mg/mL 0,355 0,355 mg/mL
mg/mL
Liebstockel 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL 6,25 mg/mL | 6,25 mg/mL

3.2 Beurteilung des Bakterienwachstums unter Rosmarinextrakteinfluss im

Zeitverlauf

Um die Auswirkungen der Phytotherapeutika auf Bakterienwachstum in den ersten

sechs Stunden unter Substanzeinfluss zu untersuchen, wurden Wachstumskurven

beispielhaft unter Rosmarinextrakteinfluss durchgefuhrt. In diese Zeit fallen die
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Anlaufphase (lag-Phase), die exponentielle Phase (log-Phase) und ein Teil der
stationdren Phase. Verglichen hiermit wurde bei der Messung der minimalen
Hemmkonzentrationen der Endpunkt nach 24h Bakterienwachstum in den

Vordergrund gestellt.
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Abbildung 22: Wachstumskurven unter Rosmarinextrakteinfluss
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Acinetobacter baumanii Citrobacter freundii

o
|
o
|

-e- Kontrolle
o ¢ -&- 1:1000
A 1:5000

/a,l -+ 1:10.000
aw

-o- Kontrolle
-&- 1:1000
--A- 1:5000

// - 1:10.000

=600nm
i
=600nm
w N
,}:
(S
.

Absorbance OD
- N
]
n
[]
n
|
Absorbance OD
- N
[ 1D

o
o

T T T
0 40 80 120 160 200 240 40 80 120 160 200 240

time (min) time (min)

o

Morganella morganii

54
£ -~ Kontrolle
c
§ 4 -&- 1:1000
g . A+ 1:5000
g -+ 1:10.000
2 24
I
2
31
Qo
<

0 T T

B

Abbildung 23: Wachstumskurven unter Rosmarinextrakteinfluss

Anhand der Wachstumskurven ist erneut gut erkennbar, dass die verschiedenen
Bakterienspezies mit unterschiedlicher Auspragung gehemmt werden. Eindricklich ist,
dass vor allem Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Acinetobacter baumannii,
Citrobacter freundii und Morganella morganii eine ausgepragte Hemmung bei einer
Rosmarinextraktverdinnung von 1:10.000 zeigten. Wahrenddessen ist der
Substanzeinfluss auf das Wachstum in den ersten Stunden bei Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae und Pseudomonas aeruginosa gering.
Diese Ergebnisse spiegeln die Ergebnisse der minimalen Hemmkonzentrationen von

Rosmarinextrakt wider.

3.3 Beurteilung der Bakterienmotilitdt unter Substanzeinfluss mit Hilfe von
Schwarmversuchen

Wie schon unter 1.8.1.2 erklart, tragt die Fortbewegungsfahigkeit der Bakterien zu
einer hoheren Virulenz bei und ist von gro3er Bedeutung im Rahmen der Pathogenese
urogenitaler Infektionen. Die wichtigsten Fortbewegungsarten von Bakterien sind
durch Typ-IV-Pili vermitteltes Twichting und durch Flagellen vermitteltes Swarming und
Swimming (60, 61).
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Mit diesem Versuchsessay wurde die Fahigkeit zum ,Schwarmen® auf speziellem
Schwarmagar unter Einfluss der verschiedenen Phytotherapeutika untersucht.
Bakterien bewegen sich durch Geil3eln, auch Flagellen genannt, fort. Mit diesen
konnen sich gramnegative Bakterien, je nach Medium, mit bis zu 25 pum/s fortbewegen
(62). Durch Hemmung des Flagellenapparates wird den Bakterien ein, fur die
Kolonisation des Urogenitaltraktes entscheidender, Virulenzfaktor genommen (51).
Speziesubergreifend ist zu erkennen, dass vor allem lIsothiocyanate in den hier
genutzten Konzentrationen eine starke Hemmung auf die bakterielle Motilitat
vorweisen. So ist bei einer Verdinnung von 1:1.000 bei allen untersuchten
Bakterienspezies eine signifikante Hemmung zu erkennen. BITC hemmt die
Fortbewegungsfahigkeit auch bei einer Verdinnung von 1:10.000 bei allen
untersuchten Spezies.

Wahrend Rosmarindl in Verdiinnungen von 1:100 auch eine signifikante Hemmung bei
allen Bakterienarten hervorruft, hemmt Liebstockel lediglich die
Fortbewegungsfahigkeit von P. mirabilis. Proanthocyanidine dagegen erzielen eine
Motilitatshemmung in der hoéchsten untersuchten Konzentration bei allen
Bakterienarten, aul3er bei Escherichia coli.

Der Schwarmagar wurde, zur besseren Verstandlichkeit, jeweils zu dem unter den
Diagrammen angegebenen Verhaltnis mit den verschiedenen Substanzen versetzt.
Die definierten Konzentrationen sind unter 2.3.3.1 zu finden.

Da Bakterien der Spezies Acinetobacter baumannii nicht die Fahigkeit zur

Fortbewegung haben, wurden diese im Rahmen der Schwarmversuche nicht beachtet.



Ergebnisse 43

3.3.1 Escherichia coli
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Abbildung 24: Bakterielle Motilitdt von Escherichia coli unter Einfluss der Phytotherapeutika

Escherichia coli zeigte die eindrticklichsten Motilitatshemmungen durch Isothiocyanate
(AITC 1:1.000 p < 0,0001; AITC 1:10.000 p < 0,0001; BITC 1:1.000 p < 0,0001; BITC
1:10.000 p < 0,0001; BITC 1:100.000 p = 0.0001; PITC 1:1.000 p < 0,0001; PITC
1:10.000 p < 0,0001). Rosmarin hemmte die Motilitat in der hdchsten Konzentration
signifikant (Rosmarin 1:100 p < 0,0001).

Wahrenddessen wurde weder durch Liebstéckel noch durch Proanthocyanidine eine

signifikante Hemmung der Fortbewegungsfahigkeit erreicht.
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3.3.2 Proteus mirabilis
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Abbildung 25: Bakterielle Motilitdt von Proteus mirabilis unter Einfluss der Phytotherapeutika

Proteus mirabilis zeigte, im Gegensatz zu E. coli, auch eine Motilititshemmung durch
Isothiocyanate bei hoheren Verdinnungsstufen (AITC 1:1.000 p < 0,0001; AITC
1:10.000 p = 0,0076; BITC 1:1.000 p < 0,0001; BITC 1:10.000 p < 0,0001; BITC
1:100.000 p = 0.0016; PITC 1:1.000 p < 0,0001; PITC 1:10.000 p < 0,0001; PITC
1:100.000 p < 0,0001). Rosmarin hemmte die Motilitat sowohl bei einer Verdinnung
von 1:1.000 als auch einer Verdiinnung von 1:10.000 signifikant (Rosmarin 1:100 p <
0,0001; Rosmarin 1:1.000 p = 0,019).

Auch durch Liebstdckel und Proanthocyanidine konnte eine signifikante Hemmung der
Fortbewegungsfahigkeit von Proteus mirabilis erreicht werden (PAC 1:1.000 p <
0,0001; Liebstockel 1:1.000 p = 0,0339).
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3.3.3 Enterobacter cloacae
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Abbildung 26. Bakterielle Motilitdt von Enterobacter cloacae unter Einfluss der Phytotherapeutika

Enterobacter cloacae zeigte die eindrucklichste Hemmung unter den
Phytotherapeutika Rosmarin (Rosmarin 1:100 p = 0.0015; Rosmarin 1:1.000 p =
0.0148) und BITC (BITC 1:1.000 p < 0.0001; BITC 1:10.000 p = 0,0493).

AITC, PITC und PAC hemmten die Fortbewegungsfahigkeit alle in einer Verdiinnung
von 1:1000 (AITC 1:1000 p < 0,001; PITC 1:1.000 p = 0,0175; PAC 1:1.000 p =
0,0047).

Liebstockel verursachte keine signifikante Motilititshemmung von Enterobacter
cloacae.
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3.3.4 Serratia marcescens
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Abbildung 27: Bakterielle Motilitdt von Serratia marcescens unter Einfluss der Phytotherapeutika

Serratia marcescens zeigte, ahnlich wie E. coli, die eindrucklichste Motilitatshemmung
durch lIsothiocyanate (AITC 1:1.000 p < 0,0001; AITC 1:10.000 p = 0,0001; BITC
1:1.000 p < 0,0001; BITC 1: 10.000 p < 0,0001; BITC 1:100.000 p = 0,003; PITC
1:1.000 p<0,0001; PITC 1:10.000 p = 0,003). Durch Rosmarin und Proanthocyanidine
war jeweils in der geringsten Verdinnungsstufe eine Hemmung ersichtlich (Rosmarin
1:100 p = 0,0012; PAC 1:1.000 p < 0,0001).

Liebstdckel verursachte keine signifikante Hemmung der Fortbewegungsfahigkeit von

Serratia marcescens.
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3.3.5 Pseudomonas aeruginosa
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Abbildung 28: Bakterielle Motilitit von Pseudomonas aeruginosa unter Einfluss der
Phytotherapeutika

Die Motilitat von Pseudomonas aeruginosa wurde durch BITC am starksten
beeintrachtigt (BITC 1:1.000 p < 0,0001; BITC 1:10.000 p = 0,0006). Bis auf
Liebstockel zeigten alle anderen Phytopharmaka in den geringsten
Verdunnungsstufen eine signifikante Hemmung der Motilitat (AITC 1:1.000 p < 0,0001;
PITC 1:1.000 p = 0,0003; Rosmarin 1:100 p = 0,0225; PAC 1:1.000 p < 0,0001).

Liebstockel hatte keinen Einfluss auf die Fortbewegungsfahigkeit von Pseudomonas
aeruginosa.
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3.3.6 Citrobacter freundii
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Abbildung 29: Bakterielle Motilitdt von Citrobacter freundii unter Einfluss der Phytotherapeutika

Citrobacter freundii zeigte die eindricklichsten Motilitaitshemmungen durch
Isothiocyanate (AITC 1:1.000 p = 0,0023; BITC 1:1.000 p < 0,0001; BITC 1: 10.000 p
=0,0098; PITC 1:1.000 p = 0,0005; PITC 1:10.000 p = 0,0366).

Durch Rosmarin und Proanthocyanidine war jeweils in der geringsten
Verdunnungsstufe eine Hemmung ersichtlich (Rosmarin 1:100 p = 0,0215; PAC
1:1.000 p < 0,0001).

Liebstockel hatte keinen Einfluss auf die Fortbewegungsfahigkeit von Citrobacter

freundii.
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3.3.7 Morganella morganii
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Abbildung 30: Bakterielle Motilitdt von Morganella morganii unter Einfluss der Phytotherapeutika

Morganella morganii zeigte die starkste Beeintrachtigung der Motilitdt durch
Isothiocyanate (AITC 1:1.000 p = 0,0002; AITC 1:10.000 p = 0,0002, BITC 1:1.000 p
= 0,0002; BITC 1:10.000 p = 0,0002; BITC 1:100.000 p = 0,0062; PITC 1:1.000 p =
0,0002; PITC 1:10.000 p = 0,0002; PITC 1:100.000 p = 0,0002). Rosmarin und
Proanthocyanidine verursachten eine Motilitittshemmung von M. morganii in der
jeweils geringsten Verdinnungsstufe (Rosmarin 1:100 p = 0,0193; PAC 1:1.000 p =
0,0002).

Liebstockel hatte keinen Einfluss auf die Fortbewegungsfahigkeit von Morganella

morganii.
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3.3.8 Zusammenfassung der signifikanten Konzentrationen zur MotilitAshemmung

Tabelle 9: Zusammenfassung der Schwarmversuche

Substanzen Bakterien
E. coli Proteus Enterobacter Serratia
mirabilis cloacae marcescens
AITC 0,1 mg/mL 0,1 mg/mL 1 mg/mL 0,1 mg/mL
(p <0,0001) | (p=0,0076) (p<0,001)  (p=0,0001)
BITC 0,01 mg/mL 0,01 mg/mL | 0,1 mg/mL 0,01 mg/mL
(p=0,0001) | (p=0.0016) (p=0,0493) | (p=0,003)
PITC 0,1 mg/mL 0,01 mg/mL 1,1 mg/mL 0,1 mg/mL
(p <0,0001) | (p<0,0001) (p=0,0175) | (p=0,003)
Rosmarinextrakt 90,8 mg/ml 9.08 mg/mL | 9,08 mg/mL | 90,8 mg/mL
(p <0,0001) | (p=0,019) | (p=0,0148) | (p=0,0012)
Liebstockel 1 mg/mL
(p = 0,0339)
Proanthocyanidine 0,25 mg/mL | 0,25 mg/mL | 0,25 mg/mL
(p <0,0001) | (p=0,0047) (p<0,0001)
Tabelle 10: Zusammenfassung der Schwarmversuche
Substanzen Bakterien
Pseudomonas Citrobacter Morganella
aeruginosa freundii morganii
AITC 1 mg/mL 1 mg/mL 0,1 mg/mL
(p < 0,0001) (p = 0,0023) (p = 0,0002)
BITC 0,1 mg/mL 0,1 mg/mL 0,01 mg/mL
(p = 0,0006) (p = 0,0098) (p =0,0062)
PITC 1,1 mg/mL 0,1 mg/mL 0,01 mg/mL
(p = 0,0003) (p = 0,0366) (p = 0,0002)
Rosmarinextrakt 90,8 mg/mL 90,8 mg/mL 90,8 mg/mL
(p = 0,0225) (p = 0,0215) (p = 0,0193)
Liebstockel
Proanthocyanidine | 0,25 mg/mL 0,25 mg/mL 0,25 mg/mL
(p < 0,0001) (p < 0,0001) (p = 0,0002)
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3.4 Beurteilung der Agglutination unter Einfluss von Phytopharmaka

Die Versuche zur Agglutination wurden durchgefuhrt, um den Substanzeinfluss auf die
durch Fimbrien vermittelte Adhéasionsfahigkeit an das Urothel zu untersuchen. Wie in
1.8.1.1 schon erwéahnt, erleichtert die Expression von Fimbrien die Anhaftungsfahigkeit
an das Urothel. Fimbrien sind flexible Proteinfilamente mit einer Lange von ca. 2 pm
und einer Dicke von 2-8nm (25). Hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang vor
allem Typl-Fimbrien. Diese bestehen aus den Untereinheiten FimF, FimG und FimH
(63). Speziell Uber das, sich am distalen Ende der Fimbrien befindende, Adh&sin FimH
binden die Bakterien an vom Epithel des Urogenitaltraktes exprimierte Mannose (64,
65).

Die Adhé&sionsfahigkeit von E. coli tber Typl-Fimbrien kann daher durch Gabe von D-
Mannose gehemmt werden (46, 66). Im Folgenden Versuch wurde deshalb D-
Mannose als Kontrolle genutzt.

Tabelle 11: Hemmung der durch Typ 1-Fimbrien verursachten Agglutination

Escherichia coli
D-Mannose +++
PAC +++
AITC
BITC +++
PITC +++
Rosmarin
Liebstockel

+++ Hemmung der Agglutination; --- keine Agglutinationshemmung

Auffallig ist, dass AITC keine Agglutinationshemmung hervorruft. Genauso hemmt
weder Rosmarin noch Liebstockel die Agglutination.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass Proanthocyanidine und ein
Teil der Isothiocyanate je nach Konzentration einen Einfluss auf die Adhésionsfahigkeit

der Bakterien an das Urothel haben.
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4 Diskussion

4.1 Stellenwert antibiotischer Therapien in der modernen Medizin

Die Entdeckung der Antibiotika war zweifellos einer der gréRten Durchbriche der
medizinischen Forschung im 20. Jahrhundert. Die dadurch effektivere Behandlung von
bakteriellen Infektionen hat die moderne Medizin revolutioniert und zu einem
Paradigmenwechsel in der Infektionstherapie gefuhrt. Durch Antibiotika lie3en sich
nicht nur bakterielle Krankheitserreger behandeln, sondern es wurde auch der Weg zu
neuen Operationsmdoglichkeiten, Tumortherapien oder Organtransplantationen
geebnet (67). Die Etablierung und der weit verbreitete Einsatz antibiotischer Therapien
erhohte die durchschnittliche Lebenserwartung des Menschen um 23 Jahre (67).
Jedoch wurde die Warnung Alexander Flemmings, dass es ein hohes Risiko der
Resistenzentwicklung bei falschem Gebrauch und Missbrauch gabe, Wirklichkeit. Der
lockere Umgang mit Antibiotika nahm im Verlauf der Zeit zu. So ist der Verbrauch von
Antibiotika allein von 2000 bis 2015 um 65% gestiegen (68).

Diese Problematik der bakteriellen Resistenzentwicklung ist heute aktueller denn je,
da wir ohne die richtigen GegenmafRhahmen diese Wunderwaffe der Medizin wieder
verlieren kdonnten. So nimmt seit den 90er Jahren die Entwicklung neuer Antibiotika
bei, vor allem im gramnegativen Spektrum, kontinuierlich steigenden Resistenzraten
ab (3).

Es wird prognostiziert, dass in Zukunft die Infektiologie mit 10 Millionen Todesopfern
jahrlich die Onkologie wieder als Todesursache Nummer 1 ablésen konnte (3). Wir
waren zuriickgekehrt in eine pra-antibiotische Ara. Dieses fatale Szenario gilt es zu
verhindern. Neben verbesserter Hygiene, der Reduktion von unndtigem
Antibiotikaeinsatz im Agrarsektor und in der Veterinarmedizin, dem rationalen und
verantwortungsvollen Antibiotikaeinsatz in der Humanmedizin im Sinne eines
Antibiotic Stewardship, gehort auch die Evaluation und Etablierung neuer
antimikrobieller Verbindungen dazu (3). Hierzu gehéren auch die sogenannten Natural
Products (NPs), deren Ursprung Bakterien, Pflanzen oder, wie im Falle von Penicillin,
Pilze sind (67, 69). Diese werden voraussichtlich in Zukunft, im Vergleich mit

synthetischen antimikrobiellen Verbindungen, weiter an Bedeutung gewinnen.

Wie alle anderen Therapien bakterieller Infektionen hat auch die Komplexitat der

Therapie bakterieller Harnwegsentzindungen aufgrund der Resistenzlage
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zugenommen. In dieser Promotionsschrift wurde sich auf pflanzliche Stoffe, die die

Pathogenitat der uropathogenen Erreger vermindern kénnen, fokussiert.

4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wir konnten im Rahmen einer systematischen in vitro Evaluation anhand einer, ftr
uropathogene Erreger, reprasentativen Stammsammlung klinischer Isolate, die
Dosisabhangigkeit und Spezies-Spezifitat einzelner Phytopharmaka, die teilweise in
verschiedenen Kombinationen bereits erhaltlich sind, aufzeigen. Untersucht wurden
verschiedene Derivate von Thiocyanaten (Meerrettich), Rosmarinextrakt,
Proanthocyanidine (Cranberry), DHD (Liebstockel) und D-Mannose.

In einem ersten Teil wurden zu den jeweiligen Bakterienspezies minimale
Hemmkonzentrationen bestimmt. Des Weiteren wurde die Fortbewegungsfahigkeit der
Bakterien auf Schwéarmagar unter Einfluss der Phytopharmaka untersucht. In einem
letzten Schritt wurde die, fur die Pathogenese von Harnwegsinfektionen wichtige,
Adhasionsfahigkeit der Bakterien untersucht und beobachtet, inwiefern diese unter
Substanzeinfluss beeintrachtigt wurde.

Mit dieser Studie wurden erstmals die ausgewahlten Virulenzfaktoren der haufigsten
gramnegativen Harnwegserreger unter dem Einfluss dieser verschiedenen
Substanzen untersucht. Die im Rahmen des Projekts erhobenen Ergebnisse werden

im Folgenden diskutiert.

4.3 Kritische Diskussion der Methoden

4.3.1 Aspekte in der Forschung mit pflanzlichen Substanzen

Pflanzen haben ein vielfaltiges Repertoire an AbwehrmalRnahmen. Zu diesen gehdren
auch antimikrobiellen Substanzen, die bei Schadlingsbefall ausgeschuttet werden. Die
Konzentration der antimikrobiellen Substanzen in Pflanzen unterliegt diversen
Umweltfaktoren. So sind beispielsweise die Konzentrationen von antimikrobiellen
Substanzen bei pestizidfreien Pflanzen hdher als bei mit Pestiziden behandelten
Pflanzen (70).

Im Gegensatz zu gebrauchlichen Medikamenten, die meist nur einen Wirkstoff
enthalten, beruht die Wirksamkeit von pflanzlichen Extrakten aus mehreren
Bestandteilen der Pflanze. Allgemein kann man davon ausgehen, dass eine
Inkonstanz in der Konzentration der verschiedenen antimikrobiellen Substanzen

innerhalb einer Pflanzenspezies herrscht. Im Vergleich zu synthetisch hergestellten
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Arzneimitteln wird dies leider des Ofteren in der Forschung mit pflanzlichen
antibakteriellen Substanzen nicht ausreichend beachtet. Hieraus resultiert eine
geringere Vergleichbarkeit in der Literatur. Diese Problematik wurde in der
vorliegenden Arbeit geldst, indem man, den natirlichen Substanzen identische,
Produkte von Sigma-Aldrich (Darmstadt, Deutschland) mit genau definierter

Zusammensetzung genutzt hat.

4.3.2 In-vitro-Tests

Bei Interpretation von Ergebnissen aus In-vitro-Versuchen gilt es, immer die Differenz
zu In-vivo zu beachten. Es ist moglich, sich diesen im Korper herrschenden
Bedingungen so weit wie mdglich anzunahern, jedoch gibt es immer Einflussfaktoren,
die sich im Labor nicht darstellen lassen. Beispielsweise sind unter Laborbedingungen
die pH-Werte wéahrend der Versuche anndhernd konstant. In-vivo jedoch erhdht sich
aufgrund der lokalen Inflammation der pH-Wert und es kommt zu
Elektrolytverschiebungen. Zudem ist eine strikte Konstanz der antimikrobiellen
Substanzen Uber einen langeren Zeitraum, die in diesen Versuchen gegeben war, In-
vivo kaum zu erreichen.

Deshalb sind In-vitro-Ergebnisse nur als Anndherungen an die Realitat zu betrachten.

4.3.2.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Es gibt verschiedene Madglichkeiten zur Bestimmung von minimalen
Hemmkonzentrationen auf Bakterienwachstum. Zu diesen gehort neben dem
wahrscheinlich bekanntesten Agardiffusionstest unter anderem die
Mikrodilutionsmethode oder der Epsilometertest (E-Test).

Im klinischen Setting wird in modernen mikrobiologischen Laboren vor allem die
Mikrodilutionsmethode mit vorgefertigten Panels in standardisierten Geraten (z.B. BD
Phoenix™) verwendet.

Fir diese Methode spricht eine hohe Reproduzierbarkeit, logistische Vorteile aufgrund
der Miniaturisierung, die Maoglichkeit eine hohe Anzahl an verschiedenen
Konzentrationen zu testen und die Moglichkeit zur automatischen Auswertung der
Testpanels (71). Aufgrund dieser Vorteile wurde sich auch in der vorliegenden Arbeit
fur die Mikrodilutionsmethode entschieden.

Da es jedoch fir die hier untersuchten antimikrobiellen Verbindungen keine
vorgefertigten Panels gibt, ist der Hauptnachteil dieser Methode vor allem die

potentielle Ungenauigkeit beim Herstellen der Testlésungen.
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4.3.2.2 Untersuchung der bakteriellen Wachstumsphasen

Fur die Kolonisation des Urogenitaltraktes mit pathogenen Bakterien ist das Ausmalf3
des Bakterienwachstums von grof3er Bedeutung. Je schneller die Anzahl der Bakterien
ansteigt, desto fulminanter verlauft die Infektion. Wachstumskurven sind ideal daftr
geeignet um den Einfluss von Substanzen auf das Wachstum innerhalb der
Latenzphase, der exponentiellen- und der stationdren Phase zu untersuchen.

An dieser Stelle ist hervorzuheben, dass unter in vivo-Bedingungen das Wachstum
nicht in einem, wie in diesem Versuchsmodell der Wachstumskurven, derart
geschlossenen System stattfindet. Deshalb sind vor allem die Ergebnisse dieses

Versuchs nur als Naherungswert an die Situation im menschlichen Kérper zu erachten.

4.3.2.3 Beurteilung der Bakterienmotilitat

Die Rolle der Biofilmbildung in der Pathogenitat bakterieller Infektionen hat in den
letzten Jahren innerhalb der Forschung an Bedeutung gewonnen. Innerhalb des
Biofilms kénnen die Bakterien sich auf verschiedensten Oberflachen fortbewegen.

Je nach Dicke und Beschaffenheit des Biofims gibt es verschiedene
Fortbewegungsmadglichkeiten von Bakterien. Zu diesen gehért das durch Flagellen
vermittelte Swimming, das ebenfalls durch Flagellen vermittelte Swarming, sowie das
durch Typ IV-Pili vermittelte Twitching (72-74).

Mit dem in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchsassay wurde vor allem der Einfluss
der Testsubstanzen auf die Fahigkeit des Schwarmens auf halbfesten Oberflachen
untersucht. Unklar ist, ob die antimikrobiellen Substanzen vor allem die
Fortbewegungsfahigkeit der Bakterien gehemmt haben, oder ob diese durch die
Anwesenheit der Testsubstanzen auch in diversen anderen Stoffwechselféahigkeiten
stark beeintrachtigt wurden. In diesem Fall wéare die gehemmte Motilitat ein
Zusammenspiel mehrerer Faktoren. Um dies herauszufinden sind weitere Versuche
notwendig.

In der Literatur gibt es fur Schwarmversuche, im Gegensatz zu den EUCAST-
Standards bei MHK-Bestimmungen, keinen allgemein anerkannten definierten
Standard. Beim Vergleichen der hier prasentierten Ergebnisse mit Ergebnissen aus

Schwarmversuchen in der Literatur muss man dies immer beachten.

4.3.2.4 Beurteilung der Adhasionsfahigkeit
Bei den Versuchen zur Beeintrachtigung der Adhasionsfahigkeit von Bakterien gibt es
keine in der Literatur definierten Standards zur Auswertung. Dieser Versuch wurde

schon in den 70er Jahren in der Literatur hdufig beschrieben (75-77). Hierbei ist aber
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zu beachten, dass die Fahigkeit der Adhéasion von Bakterienspezies zu

Bakterienspezies unterschiedlich ist.

Diese Vor- und Nachteile der jeweiligen Methoden missen beim Vergleich und der

Interpretation der Ergebnisse immer beachtet werden.

4.4 Diskussion der Ergebnisse

4.4.1 Phytotherapeutika

Die Problematik der Resistenzentwicklung gegeniber Antibiotika ist seit langem
bekannt. Die Suche nach nichtantibiotischen Alternativen hat schon eine Vielzahl an
Ergebnissen hervorgebracht (78-80).

Gegenwartig gibt es neue vielversprechende und innovative Konzepte zum optimierten
Management von unkomplizierten Harnwegsinfektionen. So stellen mittlerweile vor
allem neben diversen Vakzinen Phytotherapeutika zur Behandlung von
unkomplizierten Harnwegsinfektionen eine gangige Alternative zu antibiotischen
Therapieschemata dar, die immer mehr Einzug in die Leitlinien erhalt. Der grol3e
Vorteil ist das geringere Nebenwirkungsspektrum. Erwartungsgemal sind die
Auswirkungen nichtantibiotischer antimikrobieller Therapieoptionen auf das nattrliche
Mikrobiom viel geringer (81).

Neben Cranberry-Produkten (Proanthocyanidine) sind etablierte  Produkte
beispielsweise Canephron® (Rosmarin, Tausendguldenkraut, Liebstockel) oder
Angocin® (Isothiocyanate).

Es gilt jedoch zu beachten, dass die Studienlage zur Therapie unkomplizierter

Harnwegsinfektionen durch Phytotherapeutika weiterhin sehr heterogen ist (82).

4.4.1.1 Senfole

Das bei Blasenentziindungen und Atemwegsinfekten eingesetzte pflanzliche Praparat
Angocin® besteht aus Kapuzinerkressekraut (Tropaeolum majus) und
Meerrettichwurzel (Amoraciae rusticanae radix). Es besteht zu 38% aus AITC, zu 50%
aus BITC und zu 12% aus PITC (56). Eine Beobachtungsstudie bei
katheterassoziierten Harnwegsinfekten ergab, dass die Rezidivrate bei zusatzlicher
Gabe von Kapuzinerkressekraut zu einer antibiotischen Therapie im Vergleich zur
entsprechenden Antibiotika-Monotherapie signifikant gesenkt werden konnte (83). In
einer weiteren Studie konnte bei chronisch rezidivierenden Harnwegsinfekten eine

Reduktion der Anzahl der Rezidive erreicht werden (84).
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Die Adhéasionsfahigkeit von uropathogenen Bakterien konnte durch Senféle nur
unzureichend gehemmt werden. Von allen untersuchten Bakterienarten konnte die
Adhasion ausschlie3lich von E. coli durch BITC und PITC gehemmt werden. Fir diese
Hemmung mussten jedoch hohe Konzentrationen genutzt werden. Wir konnten
diesbeziiglich die in der Literatur bekannten Ergebnisse fir BITC und PITC bestétigen

(56). Im Gegensatz dazu konnte AITC die Adhasionsfahigkeit nicht vermindern.

Die Fahigkeit zur Fortbewegung konnte durch Senfdle in Konzentrationen von 1
mg/mL — 1,1 mg/mL bei allen untersuchten Bakterien gehemmt werden. Bei BITC liel3
sich dies sogar mit einer Konzentration von 0,1 mg/mL erreichen. Hervorzuheben ist,
dass BITC selbst in der geringsten gepruften Konzentration von 0,01 mg/mL die
Fortbewegung des haufigsten Harnwegserregers E. coli hemmt. Zu einem &ahnlichen
Ergebnis sind Patel et. al gekommen (85). Hier wurde in einem vergleichbaren Essay
eine signifikante Hemmung der Fortbewegung von E. coli selbst Konzentrationen von

25 ul/mL beschrieben.

Borges et. al testete durch In-vitro-Untersuchung die  minimalen
Hemmkonzentrationen von AITC und PITC (29, 86). Fur beide getesteten
Isothiocyanate wurden speziesiibergreifend minimale Hemmkonzentrationen von 100
png/mL angegeben. Fir AITC konnten wir diese teilweise bestétigen. So liegen, aul3er
bei Enterobacter cloacae (MHK AITC 0,633 mg/mL), alle minimalen
Hemmkonzentrationen < 100 pg/mL. Im Gegensatz dazu konnten wir jedoch die
minimalen Hemmkonzentrationen fur PITC nicht bestatigen. Wichtig ist hier zu
erwahnen, dass die Autoren nur mit 3 unterschiedlichen Konzentrationen gearbeitet
haben und nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, mit Verdiinnungsstufen gearbeitet
wurde. In einer &hnlichen Studie von Abreu et. al. ergab die MHK-Bestimmung, durch
die auch von uns angewendete Mikrodilutionsmethode, von PITC auf E. coli 1 mg/mL
(86). Zusatzlich ist hervorzuheben ist, dass diese Studien nicht mit uropathogenen
Erregern durchgefihrt wurden.

Conrad et. al untersuchte Isothiocyanate im Hinblick auf ihre auf Bakterien
wachstumshemmende Aktivitdt (30, 32). Bis auf Kl. pneumoniae haben alle
Bakterienspezies Hemmkonzentrationen < 0,5 mg/mL. Die Vergleichbarkeit ist jedoch

aufgrund einer anderen Methodik eingeschrankt. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit
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vorliegenden Versuchen wurden die Isothiocyanate nicht einzeln, sondern in einer
Fixkombination, getestet.

Den Effekt von Isothiocyanaten auf uropathogene E. coli untersuchten Mutters et. al
(87). Es konnten MHKs zwischen < 0.02 bis 0.67 mg/mL mit Hilfe von
Mikrodilutionsmethoden festgestellt werden. Die Halfte, der fir diese Studie
untersuchten E. coli wies zudem antibiotische Resistenzen auf. Jedoch wurde erneut
nur eine Fixkombination an Isothiocyanaten, wie sie auch in Angocin® enthalten ist,
evaluiert. Interessanterweise waren die minimalen Hemmkonzentrationen fur
antibiotikaresistente E. coli hoher als fur nicht resistente E. coli. Dieselben Autoren
untersuchten die Auswirkungen von Isothiocyanaten auf Biofilmbildung durch P.
aeruginosa (88). Es konnten MHKs fir AITC von 103 pug/mL, BITC 2145 pug/mL und
PITC von 29,423 pg/mL festgestellt werden. Jedoch ist zu erwdhnen, dass die
angegebene Standardabweichung von PITC mit £ 1652 pg/mL sehr grol3 ist.

Es ist zu erkennen, dass in der Literatur eine deutliche Varianz der MHKs von
Isothiocyanaten vorliegt. Bis jetzt gibt es keine Studie, die die minimalen
Hemmkonzentrationen von einzelnen Isothiocyanaten mit einer standardisierten

Methode auf die haufigsten uropathogenen Bakterien untersucht.

4.4.1.2 In-vivo-Metabolismus der Isothiocyanate

Wie schon unter 1.7.2 erwahnt, werden Isothiocyanate in Pflanzen aus Glucosinolaten
enzymatisch hergestellt. Es ist weiterhin unklar, ob und fur wie lange die noétigen
minimalen Hemmkonzentrationen in vivo erreicht werden kdnnen (87, 88). Eine
Exkretion der Isothiocyanate erfolgt vor allem tber den Urin und die Lunge.

In diversen Studien lag die renale Ausscheidung der verschiedenen Senfdle zwischen
30% und 90% (89-92).

Hierbei muss man darauf hinweisen, dass diese Studien meist nicht mit reinen
Isothiocyanaten durchgefihrt wurden. Es wurden lediglich Vorganger, die noch
enzymatisch verarbeitet werden mussen, in Form von Pflanzen aufgenommen. Wie
grol3 die freigesetzten Senfélmengen waren, ist stark abhangig von der Zubereitung
der Pflanzen und vielen weiteren Faktoren (90).

Es gibt jedoch Anzeichen daflir, dass selbst geringe Isothiocyanat-Konzentrationen
Auswirkungen auf uropathogene Keime haben (88). Dies konnte ein mdglicher
Anhaltspunkt flr eine synergistische Therapie von Harnwegsinfektionen durch

Phytotherapeutika mit Antibiotika sein.



Diskussion 59

4.4.1.3 Rosmarindl

Liebstdckel und Rosmarin sind, neben Tausendguldenkraut, die weiteren Inhaltsstoffe,
die in Canephron® enthalten sind. Dieses wird schon zur Behandlung von
Harnwegsinfekten und Prophylaxe von rezidivierenden Harnwegsinfekten verabreicht.
Durch Gabe einer Canephron®-Monotherapie konnte die Haufigkeit von
rezidivierenden Harnwegsinfektionen signifikant gesenkt werden (93). Es konnte
gezeigt werden, dass Canephron®- einer Antibiotikatherapie in den ersten 30 Tagen
nach Infektion nicht unterlegen ist (17, 18, 93). Des Weiteren ist die Haufigkeit von
erneuten Antibiotikagaben nach Therapie des Harnweginfektes mit Canephron®
signifikant geringer als nach Therapie des initialen Infektes mit einem Antibiotikum
(93). Es konnte zusatzlich aufgezeigt werden, dass die Kombination aus Canephron®
und Fluorochinolonen zu einer starkeren Symptomabnahme fuhrte als in den
Kontrollgruppe, die unter alleiniger Fluorochinolontherapie war (94).

Wie schon in 1.5.1 aufgefihrt, ist eine rein symptomatische Therapie bei
unkomplizierten Harnwegsinfektionen eine adaquate Alternative zu einer
antibiotischen Therapie. Canephron® hat abgesehen von einer analgetischen, auch
eine spasmolytische, antiinflammatorische und diuretische Wirkung (95, 96). Die

genauen Wirkungsmechanismen sind jedoch weiterhin unklar.

In Konzentrationen von 90 mg/mL konnte die Fortbewegungsfahigkeit von allen
untersuchten Bakterien gehemmt werden. Nur bei Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae und Citrobacter freundii konnte eine signifikante Hemmung bei 9 mg/mL
beobachtet werden. In der Literatur gibt es nur fir einige Bakterienarten
Untersuchungen von Rosmarin auf deren Fortbewegungsfahigkeit. Es konnte
aufgezeigt werden, dass Rosmarindl vor allem die Féahigkeit des Schwarmens bei
Pseudomonas aeruginosa hemmt (97).

Man erkennt, dass die minimalen Hemmkonzentrationen von Rosmarinextrakt fir
uropathogene Bakterien hoher sind als die anderer Phytotherapeutika. Fir E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae und P. aeruginosa liegen diese allesamt bei > 1
mg/mL. Rios et. al schlagt vor, weiterfuhrende Studien fur pflanzliche Extrakte mit
Hemmkonzentrationen < 1 mg/mL wund fur isolierte Verbindungen mit
Hemmkonzentrationen < 100 pg/mL durchzufihren (98). In den wenigen in der
Literatur auffindbaren Studien, die die minimalen Hemmkonzentrationen von Rosmarin
mit gramnegativen uropathogenen Bakterien untersuchen, variieren die
Konzentrationen sehr stark von 350 pug/mL bis 3,125 mg/mL (99, 100). Hierbei ist
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jedoch wieder die eingeschrankte Vergleichbarkeit aufgrund unterschiedlicher
Methodik und der in vielen Studien zuerst nétigen Extrahierung von Rosmarinextrakt

aus den getrockneten Blattern der Pflanze zu unterstreichen.

4.4.1.4 Liebstockel

Die minimale Hemmkonzentration fur die untersuchten Pathogene lag bei 6,25 mg/ml.
Fur Proteus mirabilis, Serratia marcescens und eines E. coli lagen die minimalen
Hemmkonzentrationen bei 12,5 mg/mL. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass dies im
Versuchsmodell nur eine Verdiinnungsstufe Unterschied ist. Deutlich erkennbar ist
daher die Konstanz der minimalen Hemmkonzentrationen Uber die Speziesbarriere
hinaus. Die wenigen Studien, die in der Literatur hierzu zu finden sind, kénnen fir
einen Vergleich der Ergebnisse aufgrund der verschiedenen Methoden und
Ausgangssubstanzen nicht herangezogen werden. Auch wenn Liebstockel in unseren
Versuchsassays die untersuchten Virulenzfaktoren nur in hohen Konzentrationen
beeinflussen konnte, ist eine diuretisch und anti-inflammatorisch beschrieben, woraus
sich die positiven Effekte auf unkomplizierte Harnwegsinfekte erklaren lassen kdnnen
(42, 43).

4.4.1.5 Proanthocyanidine

Im Folgenden beziehe ich mich, soweit nicht anders angegebenen, auf die Updates
der Cochrane Reviews von Jepson et. al. aus dem Jahre 2008 und 2012 (101, 102).
In Zusammenschau der Studienlage konnte 2008 festgestellt werden, dass
Cranberries signifikant die Inzidenz von rezidivierenden unkomplizierten
Harnwegsinfekten, vor allem bei Frauen, senken. Bei dlteren Menschen, komplizierten
Harnwegsinfektionen, katheterassoziierten Harnwegsinfektionen oder Infektionen bei
Patienten mit neurogener Blasenentleerungsstorung war dies nicht der Fall. Zu
beachten ist jedoch, dass die Dropoutrate bei Studien mit Cranberry Saft, im Vergleich
zu anderen Applikationsformen, hoch und die Compliance niedrig war. Von den im
Cochrane Review eingeschlossenen 10 Studien wurden 4 mit oraler
Tablettenapplikation durchgefihrt, was die Compliance stark erhéhte.

In dem 2012 erschienenen Update wurden weitere 14 Studien zu den bestehenden
Studien hinzugefuigt. Jepson et. al. kam zu dem Schluss, dass die Applikation von
Cranberry-Produkten weniger effektiv war, als in den Jahren vorher angenommen

wurde.
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Weiterhin gibt es jedoch Anzeichen, dass die Applikation von Cranberry bei
Harnwegsinfektionen einen Nutzen hat. Es mangelt allerdings an standardisierten
Studien. Es ist unklar, wie hoch die Konzentration, beziehungsweise wie lange die
Einnahmedauer von Cranberry-Produkten sein muss, um den gewtnschten Effekt zu

erzielen.

Wie schon bekannt konnte aufgezeigt werden, dass Proanthocyanidine die
Adhasionsfahigkeit von uropathogenen Bakterien inhibiert. Weithin unbekannt ist
jedoch die Wirkung von PACs auf die Fortbewegungsfahigkeit von uropathogenen
Bakterien. In diesem Versuchsassay zeigte sich, dass Proanthocyanidine in einer
Konzentration von 0,25 mg/mL bei alle Bakterienarten, aulRer E. coli, eine signifikante
Hemmung hervorrufen konnte. Auch Che O’'May et. al konnten anhand von
Pseudomonas aeruginosa diese Hemmung der Schwarmfahigkeit bestatigen (103).
Jedoch konnte keine Hemmung der weiteren bakteriellen Fortbewegungsarten
Twitching und Swimming erkannt werden (103). Ulrey et al. beschreibt eine Hemmung
der Schwarmfahigkeit auch bei Konzentrationen von 100 pg/mL (104). Es wird
vermutet, dass die Hemmung von Flagellen und die dadurch resultierende
Motilitattshemmung durch Proanthocyanidine einer der Hauptfaktoren fir die positiven
Eigenschaften auf Harnwegsinfektionen ist (105). Zusatzlich gibt es erste Hinweise
darauf, dass Proanthocyanidine die Bildung von Quiescence intracellular reservoirs
und damit die urogenitale Persistenz von uropathogenen E. coli vermindert (106). Da
die Mechanismen hierfur weitgehend unklar sind, sind weitere Untersuchung nétig.

4.4.1.6 Mannoside

D-Mannose reduziert das Auftreten von rezidivierenden Harnwegsinfektionen bei
Risikopatienten (107). Dies sind beispielsweise Patienten, die unter einer neurogenen
Blasenentleerungsstérung leiden. Auch bei Patienten ohne diese Risiken konnte
aufgezeigt werden, dass D-Mannose Vorteile mit sich bringt (108).

So wurde von Porru et. al. festgestellt, dass die Dauer der Rezidivfreiheit in der D-
Mannose Gruppe (im Mittel 200 Tage) im Vergleich zur Antibiotika-Gruppe (im Mittel
52.7 Tage), ca. 4 mal langer war (109). Auf3erdem konnte festgestellt werden, dass D-
Mannose auch positive Auswirkungen auf die Symptomintensitat hat. So nahmen
Dysurie und Harndrang in der D-Mannose Gruppe stark ab.

KranjCec et. al. verabreichten fir 6 Monate D-Mannose oder Nitrofurantoin als

Infektionsprophlaxe (110). Dies wurde mit einer Kontrollgruppe verglichen, die keine
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Infektionsprophylaxe einnahm. Es zeigte sich, dass die Gruppen mit
Infektionsprophylaxe ein geringeres Risiko einer wiederkehrenden Harnwegsinfektion
hatten. Zusatzlich kommt hinzu, dass Patienten mit D-Mannose-Prophylaxe geringere
Nebenwirkungsraten als Patienten mit Nitrofurantoin-Prophylaxe hatten.
Wagenlehner et. al. verabreichten im Rahmen einer nicht-interventionellen Studie mit
97 weiblichen Probanden mit akuter unkomplizierter Zystitis D-Mannose als
Monotherapie, supportiv zu einer antibiotischen Therapie und in Kombination mit
anderen Phytopharmaka (111). Es zeigte sich, dass es am definierten Endpunkt der
Studie nach 7 Tagen kaum Unterschiede (92,9% - 87,5% Symptomverbesserung)
zwischen den verschiedenen Therapien gab. So waren sogar die Probandinnen unter
Monotherapie mit D-Mannose zu 78,6% symptomfrei, wahrend bei Kombination mit
Antibiotika nur 67,9% eine Symptomfreiheit angaben. Zusétzlich gaben schon nach 3
Tagen 85,7% der Probandinnen unter D-Mannose-Monotherapie kein Brennen beim
Wasserlassen mehr an und galten somit als geheilt. Verglichen hierzu gaben in den
beiden anderen Gruppen jeweils nur 56% der Studienteilnehmerinnen keine Dysurie
mehr an.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse sind aufgrund der nicht ausreichenden
Datenlage Konzentration, Einnahmedauer und Applikationsart weiterhin weitgehend

unklar.
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5 Ausblick

Ziel dieses Kooperationsprojektes aus Urologie und Mikrobiologie war es, im Sinne
einer Antivirulenz-Therapie, den Einfluss von bestimmten Substanzen, die in der Klinik
gegebenenfalls bei der Behandlung von Harnwegsinfektionen prophylaktisch oder
supportiv zu géngigen Behandlungsmethoden angewendet werden koénnen, auf
infektionsrelevante Eigenschaften der wichtigsten uropathogenen Bakterien zu
untersuchen.

Im Gegensatz zu den meisten klinischen Studien wurde in dieser Arbeit nicht nur E.
coli als haufigster Erreger von Harnwegsinfektionen untersucht, sondern eine fur
Harnwegsinfektionen reprasentative ~ Stammsammlung klinischer  Isolate
unterschiedlicher Spezies zusammengestellt. Es wurden folgende Verbindungen
evaluiert: verschiedene Derivate von Senfdlen (Thiocyanaten), Rosmarinextrakt,
Liebstdckel und zu Teilen Proanthocyanidine (Cranberry) und D-Mannose.

Fur diese wurden die Minimalen Hemmkonzentrationen auf die verschiedenen
Bakterienspezies bestimmt. Des Weiteren wurde die bakterielle Motilitat durch
Schwarmversuche und die bakterielle Adhasionsfahigkeit durch

Agglutinationsversuche untersucht.

Im Rahmen dieser systematischen in vitro Evaluation konnte die Dosisabhangigkeit
und Spezies-Spezifitdt einzelner Phytotherapeutika bereits erhaltlicher Praparate
aufgezeigt werden. Es zeigte sich, dass unterschiedliche Erreger unterschiedlich stark
auf ausgewahlte Phytotherapeutika ansprechen. Zusatzlich haben bestimmte
antimikrobielle Substanzen auf verschiedene Virulenzfaktoren desselben Erregers
unterschiedliche Wirkungen. Dies wird in der Literatur meist ignoriert und kénnte der
Grund daflr sein, dass viele klinische Studien nicht eindeutig sind. Die hier
gewonnenen Ergebnisse konnten ausgewahlte Phytotherapeutika systematisch
vergleichbar machen, die unter Berlcksichtigung das aktuelle Management in

multimodalen Therapieansatzen weiter optimieren konnten.

Aus dem  Erforschen  antimikrobieller ~ Verbindungen mit  geringeren
Nebenwirkungsraten und geringeren Resistenzraten im Vergleich zu géangigen
antibiotischen Therapien ergibt sich ein enormer Vorteil. Alternativen zu Antibiotika in
der Therapie von unkomplizierten Harnwegsinfektionen sind unumganglich und stellen

die Zukunft dar. Moderne Medizin wird personalisierter und dadurch mehr auf den
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einzelnen Patienten zugeschnitten. Diese Individualisierung erhalt in allen
Fachrichtungen Einzug. Hierzu kénnte in Zukunft, wie in Kliniken teilweise schon
durchgefuhrt, auch im ambulanten Setting als Standard die Analyse des
Erregerspektrums unkomplizierter Harnwegsinfektionen und darauf zugeschnittener
Therapien gehoren. In diesem Rahmen ware es auch denkbar, eine Art Antibiogramm
fur Phytotherapeutika in der Praxis zu etablieren. Durch das Hinzufiigen von
Phytotherapeutika zum Arsenal antimikrobieller Medikamente erschlie3en sich neue
Wege multimodaler Therapieansatze.

Der Nutzen beschréankt sich jedoch nicht nur auf unkomplizierte Harnwegsinfektionen
oder Infektionen allgemein. Biofilme mit pathogenen Organismen bilden sich Uberall.
So kénnten antimikrobielle Verbindungen in der Lebensmittelindustrie eingesetzt
werden, um bakterielle Besiedelung von Produkten zu minimieren. Aul3erdem koénnten
diese in Beschichtungen mit bestimmter Freisetzungsrate, die durch die Gestaltung
der Schicht steuerbar ist, Anwendung finden. Hier sind vor allem
Blasenkatheterbeschichtungen hervorzuheben, die haufig Quelle von nosokomialen

Infektionen sind.

Die hier erhobenen Ergebnisse stellen erste Anhaltspunkte zur Prophylaxe und
Therapie von unkomplizierten Harnwegsinfektionen durch einige ausgewahlte
antimikrobielle Verbindungen dar. Man erkennt anhand der Ergebnisse, dass nicht alle
uropathogenen Bakterienarten gleichermalRen auf Phytotherapeutika reagieren. Die
Vernachlassigung der bakterienspezifischen Eigenschaften kénnte ein mdglicher
Grund sein, weshalb einige klinische Studien Phytotherapeutika als nicht ausreichend
wirksam gegen Harnwegsinfektionen erachten. Auf die in dieser Studie gewonnenen
Ergebnisse kdnnen weitere Forschungsarbeiten aufbauen. Als Nachstes missten
Versuche in der Zellkultur, im Mausmodell und schlussendlich am Patienten im
Rahmen von randomisierten kontrollierten Studien folgen. Bis dahin bleiben jedoch
viele Fragen offen. Wie viel muss man oral applizieren, damit die ndtigen
Konzentrationen im  Urogenitaltrakt  erreicht werden? Wie sind die
Metabolisierungswege? Treten noch andere nicht berichtete Nebenwirkungen auf?
Wie ist die genaue biochemische Wirkungsweise der Substanzen auf die Bakterien?
Wirken diese Substanzen auch im Patienten?

Bis man diese Fragen in Zukunft beantworten kann sind jedoch noch eine Vielzahl an

In-vitro- und In-vivo-Studien notig.
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