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Vaginale Infektionen

Polymikrobielle Gemeinschaften bei der
bakteriellen Vaginose

Die bakterielle Vaginose (BV) stellt die haufigste vaginale Infektion bei Frauen im

reproduktiven Alter dar und ist durch einen ubelriechenden vaginalen Ausfluss

gekennzeichnet. Die genauen Pathomechanismen der BV waren bisher weitgehend

ungeklart, was die Entwicklung effektiver und rezidivfreier Therapiemethoden

erschwerte. Ein neues Herangehen mit Ganz-Zell FISH, PCR und Sequenzierung eroffnet

jedoch tiefe Einblicke in diese polymikrobielle Erkrankung.

m Jahr 1955 beschrieben Gardner und
Dukes eine Erkrankung mit {ibelriechen-
dem vaginalem Ausfluss. Die Vaginalabstri-
che enthielten dicht mit Bakterien umman-
telte Epithelzellen, die bei Gesunden fehl-
ten. Das Merkmal wurde als diagnostischer
Schliissel bewertet und aus diesem Grund
«Schliisselzellen» genannt. Mittels Bakteri-
enkultur gelang die Isolierung einer zuvor
unbekannten Bakterienspezies - Gardnerel-
la (frither Hdmophilus) vaginalis. Nach der
Ubertragung von Vaginalsekreten erkrank-
ter Frauen auf Gesunde traten bei ihnen die
typischen Symptome der Erkrankung auf.!
Doch das Riitsel der Atiologie blieb unge-
16st, denn der mutmalliche Erreger wurde
nicht nur bei erkrankten, sondern auch bei
ca. 50% gesunder Frauen gefunden.? Gard-
nerella-Isolate erwiesen sich zudem als nicht
infektis. Thre Ubertragung auf Freiwillige
blieb {iberwiegend ohne klinische Folgen und
fiihrte lediglich in einem von 13 Fillen zu
typischer Symptomatik.! Andere Bakteri-
enspezies korrelierten noch weniger mit der
Erkrankung. Klassische Entziindungszeichen
wie Leukozyten fehlten. Die Erkrankung
wurde daraufhin in «bakterielle Vaginose»
(BV) umbenannt, wobei die bis dahin unge-
wohnliche Endung «ose» die nicht infektiose
Genese unterstreichen sollte.?

Wenn keine Infektion, was dann?

Doderlein beschrieb in Vaginalabstrichen
gesunder Frauen grosse Laktobazillen-Stéb-
chen, welche in BV-Ausstrichen fehlten. Die
Laktobazillendepletion wurde zur méglichen
Erkrankungsursache erklart. Demnach ver-
hindern Laktobazillen die Ansiedlung ande-

rer Keime, ihr Verschwinden fiihrt hingegen
zur Uberwucherung mit Konkurrenten.
Auch diese Deutung hinkt und wirft mehr
Fragen auf als sie beantwortet. Wieso sollten
«Neuankémmlinge» in der Vagina besser
wachsen als die hochspezialisierten Lakto-
bazillen? Warum verschwinden Laktobazil-
len, wo sie doch ubiquitar vorkommen? Wa-
rum lasst sich die Dominanz von Laktobazil-
len bei keinem Saugetier, abgesehen vom
Menschen, nachweisen? Sollte es sich um
besondere humane Stimme handeln, so
miisste Sex mit verschiedenen Partnern den
Laktobazillenpool auffrischen kénnen. Die
Wahrscheinlichkeit, fehlende Laktobazillen
zu empfangen, miisste mit der Anzahl sexu-
eller Kontakte steigen. Alle epidemiologi-
schen Studien zeugen vom Gegenteil. Die BV
tritt am haufigsten im sexuell aktiven Alter
auf und ihr Vorkommen steigt mit zuneh-
mender Zahl an Partnern.? Warum zeigt die
Applikation von Laktobazillen bei der
BV-Therapie deutlich schwichere Effekte als
Antibiotika und verhindert Rezidive nicht?

Diagnostik

Der Streit {iber die Atiologie der BV ist
keine Haarspalterei. Denn wie soll man mit
einer Krankheit umgehen, von der man
nicht weiss, worin diese besteht? Fiir die
Diagnostik werden derzeit die Amsel-Krite-
rien, lichtmikroskopische Verfahren (z.B.
Nugent Score) sowie unterschiedliche Mul-
tiplex-PCR- und Sequenzierungsprotokolle
(NGS) herangezogen.4

Die Amsel-Kriterien® bestitigen eine BV,
wenn drei der vier folgenden Merkmale zu-
treffen:

1. verstérkter, grau-weisser Fluor mit
2. fischigem Geruch insbesondere nach
Zugabe von Kalilauge
. pH>4,5
4. Nachweis von Schliisselzellen im Nativ-
praparat

w

Der Nugent Score® quantifiziert ver-
schiedene Morphotypen im Grampréparat
nach einem Punktwert von 0 bis 12, wobei
0 bis 3 einer gesunden Mikrobiota bzw. 7
bis 10 einer sicheren BV entsprechen. Die
Anwesenheit von >30 Laktobazillen im Ge-
sichtsfeld ist das entscheidende Kriterium,
das eine BV ausschliesst, gram-labile, kok-
koide Stdbchenbakterien bilden abstufend
den Gegenpol.

Sowohl die Amsel-Kriterien als auch der
Nugent Score erfordern ein Mikroskop, Re-
agenzien und Erfahrung beim Mikrosko-
pieren, iiber die immer weniger Arzte ver-
fligen. Die BV-Diagnostik wird zunehmend
an Laboratorien delegiert, wobei die klini-
sche Symptomatik dabei buchstéblich auf
der Strecke bleibt. Im Labor kann das mi-
kroskopische Bild nicht direkt mit den Be-
schwerden korreliert werden. Zudem ver-
dndert sich wahrend des Transports das
Untersuchungsmaterial. Um eine objekti-
vere Beurteilung zu erhalten, greift man
zunehmend zu molekulargenetischen Me-
thoden. Sowohl PCR als auch NGS sind
extrem empfindliche Nachweisverfahren,
die jegliche Bakterienarten nachweisen
konnen. Da jedoch kein spezifisches Patho-
gen bekannt ist, werden ihre Ergebnisse
mit den Amsel- und Nugent-Kriterien kor-
reliert und kénnen iiber deren diagnosti-
sche Bedeutung nicht hinausgehen. Die
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erhaltenen detaillierten Auflistungen indi-
vidueller Spezies gleichen den Eintragun-
gen in einem Telefonbuch. Dabei wird voll-
kommen tibersehen, dass Bakterien in ih-
rer natiirlichen Umgebung nie in unzusam-
menhingenden Ansammlungen vorliegen
wie ihre blosse Aufzahlung suggeriert. Sie
bilden Gemeinschaften, die wie militari-
sche Formationen agieren. Was fiir eine
Gemeinschaft leicht ist, erweist sich au-
sserhalb des Verbands als unméglich, da-
her bleiben sie fest miteinander verbun-
den. Aus solchen polymikrobiellen Koope-
rationen ist vor 1,5 Milliarden Jahren der
Eukaryot entstanden. Die einzelnen Orga-
nellen der Eukaryotenzelle wie Riboso-
men, Kern, Mitochondrien waren einst ei-
genstidndige einzellige Lebewesen. Die
Evolution band sie iiber Millionen von Jah-
ren eines gemeinsamen Auftretens unzer-
trennlich aneinander. Die Uberlegenheit
der Eukaryoten ist enorm. Die vielfaltigen
unterschiedlich konsolidierten prokaryoti-
schen Vorstufen sind jedoch nicht ver-
schwunden. Sie besiedeln weiterhin alle
Biotope der Erde. Beispiele fiir solche po-
lymikrobiellen Gemeinschaften sind Stro-
matolithen, kohésive, frei schwimmende
Schldémme («sludge») sowie an Oberfl&-
chen anhaftende Biofilme.

Der Medizin waren derartige polymik-
robielle Gemeinschaften als Krankheits-
ursache bis vor Kurzem unbekannt, was
daran liegt, dass unsere Methoden sich
vorwiegend auf den alleinigen Nachweis
von Mikroorganismen, nicht aber ihrer
strukturellen Bindungen richten. Die Me-
thode der Ganz-Zell-FISH (Ribosomale-
RNA-Ganz-Zell-Fluoreszenz-in-situ-Hyb-
ridisierung) schliesst diese Liicke.”

Ribosomale-RNA-Ganz-Zell-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bakterienzellen sind prall gefiillt mit
Ribosomen. Jedes Bakterium besitzt 103-
10° Ribosomen, wobei jedes Ribosom
gruppen- und artspezifische RNA-Ab-
schnitte aufweist. Eine Hybridisierung mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten RNA-spe-
zifischen Oligonukleotiden visualisiert
daher nicht nur einzelne Gene, sondern
das gesamte Bakterium, wodurch sie in
ihren Beziehungen zueinander und zu den
Wirtszellen sichtbar gemacht werden.
Ganz-Zell-FISH-Untersuchungen haben
unsere Vorstellungen von der bakteriellen
Vaginose grundlegend verdndert.8
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Abb. 1A-D: Ganz-Zell-FISH vaginaler Biopsien gesunder Frauen. Laktobazillen gelb, blaue Pfeile,
Gardnerella rot, rote Pfeile x 400

Abb. 2A-B: Ganz-Zell-FISH der vaginalen Biopsie einer BV-Patientin. Gardnerella rot, Fannyhessea

gelb x 400

Abbildung 1 =zeigt die mehrfarbige
Ganz-Zell-FISH-Untersuchung  vaginaler
Biopsien gesunder Frauen. Bakterien liegen
in einer Konzentration von <107 und un-
strukturiert im Schleim verteilt vor. Dabei
dominieren Laktobazillen (gelbe Fluores-
zenz), dazwischen befinden sich andere,
weniger héaufige Arten, einschliesslich
Gardnerella spp. (rote Fluoreszenz). Es gibt
weder einen offensichtlichen Antagonismus
zwischen den einzelnen Arten noch feste
Bindungen zueinander oder zur Biop-
sieoberflache. Dagegen sind die Mikroorga-
nismen bei der BV in strukturierten Ge-
meinschaften organisiert, am hiufigsten als
Biofilm (Abb. 2A-B). Die Bakterien errei-

chen Konzentrationen von 101°11/m], wo-
bei kohésive Gardnerella spp. das Riickgrat
des Biofilms bilden (Abb. 2) und adhésiv mit
dem Vaginalepithel verbunden sind. Der
BV-Biofilm bietet einen geschiitzten Lebens-
raum fiir eine Vielzahl anderer Spezies wie
Fannyhessea (friither Atopobium) vaginae,
(Fannyhessea gelb, Gardnerella rot, Abb. 2).

Aufgrund der extrem hohen Bakterien-
konzentration, Artenvielfalt und Dichte
unterscheidet sich das Aussehen von Bakte-
rien im Biofilm stark von den «frei lebenden
Verwandten», so wie eine Eiche im Wald
sich von einer Eiche am Feldrand unter-
scheidet. Das trifft zum Beispiel auf Lakto-
bazillen zu, die innerhalb des BV-Biofilms
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Abb. 3: Ganz-Zell-FISH — Schliisselzellen in Urinsedimenten einer BV-Patientin und ihren mannli-
chen Partners. Gardnerella rot x 400

sehr viel kiirzer erscheinen als innerhalb
gesunder Vaginalmikrobiota.

Jede am Biofilm beteiligte Spezies berei-
chert die funktionalen Moglichkeiten des
Konsortiums. Welche davon existenziell fiir
die Biofilmbildung sind und welche nur op-
portunistische Begleiter, ist noch zu ermit-
teln. Bewiesen ist jedoch, dass es sich bei
verschiedenen BV-Patientinnen nicht um
den gleichen Biofilm, sondern um ein Syn-
drom mit verschieden zusammengesetzten
und konsolidierten Biofilmgemeinschaften
handelt.?

Wenn die Infektionsursache bei der BV
kein einzelnes Bakterium, sondern der vagi-
nale Biofilm ist, so miisste er eine Infektions-
kette bilden kénnen. Das ist in der Tat der
Fall. Was Gardner als bakterienbedeckte
Schliisselzellen beschrieb, sind nachweislich
desquamierte Epithelzellen, die vom Biofilm
ummantelt sind. Sie sind nicht nur ein diag-
nostisches Merkmal, sondern auch Ubertra-
gungsvektor der Erkrankung. Beim Urinie-
ren werden Epithelzellen der Vagina bzw.
der Penisvorhaut und distalen Harnréhre
abgespiilt, die sich im Sediment nachweisen
lassen. Ganz-Zell-FISH-Untersuchungen des
Urinsediments von je 100 Mannern, Frauen
und Kindern bestétigten das Vorhandensein
von biofilmtragenden Schliisselzellen bei 7
bis 13% einer unselektierten Erwachsenen-
population, nicht aber bei Kindern. Im Ge-
gensatz dazu waren disperse, d.h. einzeln
liegende und unstrukturierte Gardnerel-
la-Bakterien gleich haufig in allen Gruppen
nachweisbar.1® Bei 70 Paaren, die ein Kind
erwarteten und préventiv eine Schwange-
renberatung aufsuchten, waren alle Partner

von Frauen ohne Schliisselzellen ebenfalls
negativ. 13 ménnliche Partner von 18 BV-po-
sitiven Frauen hatten dagegen biofilmtra-
gende Schliisselzellen in ihrem Urinsedi-
ment (Abb. 3).1° Offensichtlich erfordert die
Ubertragung des polymikrobiellen Biofilms
den Austausch von Sekreten, die Schliissel-
zellen tragen, wie z.B. Praputiumzellen oder
Sperma. Bei der Untersuchung von 20 Sper-
maproben einer humanen Kryobank wur-
den in vier von ihnen biofilmtragende
Schliisselzellen gefunden.!!

Fazit

Die bakterielle Vaginose ist ein komple-
xes Syndrom, dem strukturierte polymikro-
bielle Gemeinschaften zugrunde liegen. Der
Zusammenschluss und die Kooperation der
Mikroorganismen untereinander ermégli-
chen es diesen, die Immunreaktionen des
Wirtes zu umgehen und dort zu gedeihen,
wo ein einzelner Erreger keine Chance hat.
Die hiufigste Ursache der BV ist der polymi-
krobielle Gardnerella-Biofilm mit einer Viel-
zahl darin eingeschlossener Partner-Mik-
roorganismen, die seine pathogenen Mog-
lichkeiten erweitern. Der Biofilm kann nur
als Ganzes wachsen und iiber direkten Kon-
takt mittels biofilmtragender Schliisselzel-
len sexuell iibertragen werden. Er betrifft
stets beide Sexualpartner. Daneben existie-
ren viele andere Formen polymikrobieller
Interaktionen, die sich in kohésivem «slud-
ge», «triplets», «quartetts» dussern und eige-
ne pathogene, saprophytische und antago-
nistische FEigenschaften aufweisen. Ihre
Erscheinungsformen und spezifische Bedeu-
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tung sind der Medizin noch zum gréssten
Teil unbekannt. Die Aufdeckung, Handha-
bung und Therapie polymikrobieller Ge-
meinschaften bei vaginalen, aber auch an-
deren Infektionen wie Colitis, Tonsillitis,
Stomatitis etc. ist daher eine zentrale Her-
ausforderung der Infektiologie des 21. Jahr-
hunderts. |
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