Universitat
Rostock

Traditio et Innovatio

frijndet ¥

Aus dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene
der Universitédt Rostock

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Andreas Podbielski

In-Vitro Studie zur Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde

Inauguraldissertation

zur Erlangung des akademischen Grades Doktor der Humanmedizin der Medizinischen Fakultét

der Universitit Rostock

vorgelegt von
Caroline Klenk, geb. am 22.04.1989 in Rendsburg
Rostock, 2017

Dekan: Prof. Dr. med. Emil C. Reisinger

urn:nbn:de:gbv:28-diss2018-0049-3


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2018-0049-3


Gutachter:

1. Gutachter:  Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Andreas Podbielski
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene
Universitit Rostock
2. Gutachter:  Prof. Dr. med. Karsten Becker
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
Universitit Miinster
3. Gutachter:  Prof. Dr. med. Ingo B. Autenrieth
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene

Universitét Tiibingen
Datum der Einreichung: 15.06.2017

Datum der Verteidigung: 19.12.2017



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1  Einleitung und Zielsetzung der ATDEIL .........cceeeuieriiiiiiiiieeieeiee ettt 1
1.1 Die Gattung SIAPAYIOCOCCUS ........ooceeeeeieeiieiieiieeciieee ettt 1
LLL  StaPAYIOCOCCUS QUIEUS ..ottt saae e e e nnnes 2
1.1.2  Staphylococcus epidermidis ................cceeceeeeeecieniieiiesieeeieeeieeeiee e eieesaeessee s 3
1.2 BIOTIINE ... 4
1.3 Probiotika und Kulturiberstande............ccooviieiiieiiiiiiiiiieeee e 6
1.3.1  Lactobacillus rhamnosus GG ...........ccoeeeveeeiiieeiiieeiieeeeie et 10
1.3.2  Streptococcus salivarius K12 .........ccooiiviiiiiiiiiiiiieeeeeee e 10
1.4 ZUIRISELZUNE ...ttt ettt ettt et et e bt e st e et e st e e bt esabeenbeesaeeanbeesnbeenseesneeenne 12
N\ (< 4 | OSSOSO PRUUROTSRRRRP 13
2.1 BaKteTIeNSTAMIME. ... .eeiiieitieiie ettt sttt et et e it 13
22 Néahrmedien und PUTTer .........oocooiiiiiii e 13
2.2.1  FHUSSIZMEAICN ....eeeuiiieiiiieeiie ettt ettt e et e st e e stee e s aeeesnseeenseesnneeens 13
2.2.2 NEhrmedium fESt......c.coiiiiiiiiiiee et 14
223 PULTRT oo ettt sttt st 14
23 Probiotische Kulturtiberstande ..............cooeeriiiiiiniiiiieiiecceceeeee e 14
24 HUumane MatriXProteINe ..........cccueeervieerieeeiieeereieeeiieeeireesseeesreeesseeessseesnsseesnnseesnnns 14
2.5 Chemikalien und ReagenZien............cccueiiviiieiiiieiiieeieeeeeeeee et 15
2.6 Geréte und HilfSMIttel.........cccoooiiiiiiiii e 15
2.7 VerbrauChSGULET .....cc.eiiiiiiiieiiece ettt et 17
2.8 SOTEWATE ...ttt et sttt ettt 19
3 MEHOACN ...ttt sttt 20
3.1 Kultivierung der BaKteTien ...........cccieiiiiiiieiiieieeieeiieee et 20

3.1 Stammhaltung .......oooiieiiiiiee e e 20



Inhaltsverzeichnis

3.1.2  UbernachtKUtUrEn............ouoveeeiveeieeieeceeee e, 20
3.1.3 Bestimmen der optischen Dichte und Lebendkeimzahl...............ccccooerieninnennnene. 20
3.1.4 McFarland Tribungsstandard..............ccccccveriienieiiiienieeiierie e 21
3.1.5 Herstellung von Bakterienkulturen..............cccoevveveiienieeiiienieeieenieeeeee e 22
3.2 Probiotische Kulturliberstande .............cocevieriiiiiniiiieieniecceeceeeeee e 22
3.2.1 Herstellung probiotischer Kulturiiberstinde............cccceeevciiiiiciieieiieeeiie e 22
3.2.2  KapillaritatsbeStimmuUNG ...........cccovieeiiiieiiieeciieeeite et eesreeeeaeeens 23
3.2.3  DichtebeStMIMUING .....cc.eeiuiiiiiiiiiieiieeie ettt et et e 24
33 Versuche auf festem Medium...........coouiiiiiiiiieiieieee e 24
33,1 KONKUITENZEESES ....eeuiieiiieiieeiieeiie ettt ettt ettt et eesaae e 24
332 AgardiffuSIONSIESTS . .eeetieriieeiieeiie ettt et 25
34 Induktion von S. aureus und S. epidermidis Biofilmen .............cccooviiiiiniiiinnnne. 25
3.4.1 Biofilmquantifizierung mittels Safraninfarbung.............c.cccceeviiriiieiienciieniene, 26
3.4.2 Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberflache............ccoecveviieiieniieniiennnnn, 26
3.43 Einfluss des NARMEdiUmS......c.ccoouiiiiiiinieiieiesieeeeeeee e 27
3.5 Versuche zur probiotischen Wirkung der Kulturiiberstdnde...........c.cccccvvvvrveeennnnnnne. 27
3.5.1 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK) ............ccccciiniiiiniininnn. 28
3.5.2 Versuche zur zeitversetzten Einsaat der Kulturiiberstinde .............cccccoviniennnne 29
3.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM).......ccccveeiiiiiiiiieiiiiiieccie e 29
3.6.1 Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie..........c.cceeeevieriiniiicnicneinicnicneceee 30
3.6.2  Probenpraparation ...........ccoceecueriereinieriinienieete sttt sttt sttt 31
3.7 STATISTIK Lttt ettt ettt ettt et e e e enbee s 32
T o ¢S] 0111 ] TSR STRPRRUR 33

4.1 Korrelation der optischen Dichte zur Lebendkeimzahl von S. aureus und S. epidermidis

4.2 Versuche auf fEStEM MEAIUINMN........oeeeeieeeeee e e e e e e e e e eeeeeeens 36

421 KONKUITENZEESTS ....oeeeeeeeeeeee et e e e e e e e et e aeeeeeeeeeeeaaaeaeeeeeeeennnnnaas 36



Inhaltsverzeichnis

4.2.2  AardiffUSIONSIESS . ...ueeeuiieiieeiieiieeieetee et e ettt eae et e e eteeenaeesseessaeeseeenaeenne 38
43 Eigenschaften probiotischer Kulturliberstinde ............cccceevvierieeviieniireiieniecieeee, 40
4.3.1 Einfluss der Herstellungsart auf die Wirksamkeit ............cccceevveeiieniienciienieennnne. 40
4.3.2  KapillaritatsheStmMMUINGE .......cc.eeriiriieriieiieeiieeie et eteetee e etee e eeeeseneeseeseee e 42
4.3.3 Bestimmung der Dichte sowie Oberflichenspannung..............ccceceeevvvenveeieennnnnne. 43
4.4 Induktion von S. aureus und S. epidermidis Biofilmen .............ccccoevvevieenieeinieeennnen. 45
4.4.1 Einfluss des NARMEdiUumS .......cccueeiiiiiiiiniiiienieeee e 46
4.4.2 Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberfléche..........c.cccooviniiiiiiniiininnne 46

4.5 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK) probiotischer Kulturiiberstéinde

4.5.1 Kultivierung von S. aureus unter Zugabe von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand 50
4.5.2  Kultivierung von S. aureus unter Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand. 52

4.5.3 Kultivierung von S. epidermidis unter Zugabe von L. rhamnosus GG

KUITUTTDEISTANA ...oeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e e et e et e e e e e e e e e e erereeeeeeeeeeeeeeaeeeeees 54

4.5.4 Kultivierung von S. epidermidis unter Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand

4.5.5 Vergleich der konzentrationsabhéngigen Wirkung probiotischer Kulturiibersténde..

4.6 Versuche zur zeitversetzten Einsaat der Kulturiberstande .........eeeeeeeieeviiiieieeeeeeeennn, 65

4.6.1 Kultivierung von S. aureus unter zeitversetzter Zugabe von L. rhamnosus GG

KUIUITDEISTANG ..o e e e e et ee e e e e e e et e e e eeeeeeeeenaennaas 67

4.6.2 Kultivierung von S. aureus unter zeitversetzter Zugabe von S. salivarius K12

KUUTTDETSTANG ... e e e e e e e e e e e e e eaeeeeeeeeeeaaeeaaeeeeeeeeenenans 69

4.6.3 Kultivierung von S. epidermidis unter zeitversetzter Zugabe von L. rhamnosus GG

KUIUITDEISTANG ... e et e e e e e e e e e e e e e e e eeereeaenaas 71

4.6.4 Kultivierung von S. epidermidis unter zeitversetzter Zugabe von S. salivarius K12

KUIUITDEISTANG ... e et e e e e e e e e e e e e e e e eeereeaenaas 72

4.6.5 Vergleich der zeitabhingigen Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde ............... 74

I B 1] S0 1Y 10 ) s WU 78



Inhaltsverzeichnis

5.1 Lebendkeimzahlbestimmung von S. aureus und S. epidermidis ....................coou...... 78
52 Optimierung der Kultivierungsbedingungen flir die in-vitro Biofilmbildung............. 79
53 Versuche auf festen Medium............cooeiiiiiiiiiiiniireeeeeeeeee e 80
54 Kulturiiberstdnde — Herstellung und Eigenschaften..............coccoeviiiiieniiniiiniennane, 81
55 Versuche zur Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde..............ccceevvievienieiniennnnnne. 85
6 ZUSAMMENTASSUNG .....veieiiiieiiieeiiee ettt e et e e etee e e tee e s eteeeaaeeeaseeessaeesssaeesssaeessseeensseesasseesnnsens 88
AN 11 U~ PSSR 89
7.1 TRESEIN ...t ettt et ettt et aee e 89
7.2 AbKUIZUNGSVEIZEICANIS ......eeeiiieiiieiieee et 91
7.3 TabellenVerZEIChNIS. .......couiiiiiiiiee e 93
7.4 AbbIdUNGSVETZEICANIS ....c..eieiieiii e 93
7.5 LiteraturVerZEIChNIS ......eeeiiiiiieiiecie ettt 96

SelbststAndigkeitSerKIATUNG .......oovieiiieiiieiieeie e e 110



Einleitung

1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Die Mikrobiologie als Wissenschaft der Mikroorganismen beschiftigt sich mit der Erforschung
grundlegender Lebensformen und -prinzipien und hat sich nach der Erfindung des Mikroskops
im 17. Jahrhundert rasant entwickelt. Einen wichtigen Teilbereich dieser Disziplin stellt die
Medizinische Mikrobiologie dar, die sich primdr der Erforschung pathogener, sprich
krankheitsauslosender Mikroorganismen widmet. Fiir eine zielfiihrende Diagnostik, Therapie und
Privention von Infektionskrankheiten ist das Verstindnis um die morphologische und
physiologische Vielfalt des verursachenden Erregers, sowie dessen Wechselwirkungen mit
seinem Wirt unabdingbar (Suerbaum und Hahn 2012). Héufig wird in diesem Zusammenhang
allerdings vernachléssigt, dass Mikroorganismen von sich aus nicht nur pathogen wirken, sondern
als Bestandeteil der natiirlichen Flora bzw. Mikrobiota — sei es auf der Haut, im Darm oder in der

Mundhéhle — gerade zum Erhalt der Gesundheit beitragen (Estrela et al. 2015).

Die Entdeckung und erfolgreiche Anwendung antimikrobieller Substanzen wie den Antibiotika
hat die Moglichkeiten der medizinischen Versorgung innerhalb des letzten Jahrhunderts
malgeblich vorangetrieben. Heutzutage zdhlen Antibiotika weltweit zu den am héufigsten
eingesetzten Arzneimitteln. Daher ist es nicht verwunderlich, dass eine Vielzahl an Bakterien im
Sinne eines Uberlebensvorteils Resistenzmechanismen gegeniiber diesen Therapeutika
entwickelt haben (Holmes et al. 2016). In diesem Zusammenhang ist auch das Verstdndnis um
die ,Ur-Uberlebensform* der Bakterien in sogenannten Biofilmen besonders wichtig (Donlan und

Costerton 2002).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einem kleinen Ausschnitt der duflerst komplexen
Wechselwirkungen zwischen pathogenen und vordergriindig apathogenen Mikroorganismen, die
fiir die Weiterentwicklung zukiinftiger therapeutischer und priventiver Methoden eine grof3e

Rolle spielen.

1.1 Die Gattung Staphylococcus

Staphylokokken sind grampositive, unbewegliche, nicht sporenbildende Bakterien der Familie
der Staphylococcaceae. Der Name ,Staphylococcus® leitet sich aus dem Griechischen ab,
»Staphyle® bedeutet Traube, ,,kokkos* Kugel. Die Bezeichnung ist auf die kugelférmige Morpho-
logie bzw. die Anordnung dieser Bakterien in Trauben zuriickzufiihren. Eine Klassifizierung
erfolgt anhand des Vorhandenseins des Enzyms Koagulase in koagulasepositive- und koagulase-

negative Staphylokokken. Staphylococcus aureus zéhlt zu den koagulasepositiven-, wihrend

1



Einleitung

Staphylococcus  epidermidis zu den koagulasenegativen  Staphylokokken  gehort.
Koagulasepositive Bakterien gelten im Allgemeinen als die pathogeneren Isolate (Gatermann

2012).

1.1.1  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus wurde erstmals im 19. Jahrhundert als wichtiger humanpathogener Keim
und Verursacher von Wundinfektionen beschrieben (Ogston 1882). Bei Kultivierung auf
Blutagar zeigt er typischerweise Hamolyseverhalten rund um die goldgelbfarbenen Kolonien
»aureus“- golden, lat.). S. aureus verfligt liber zahlreiche Virulenzfaktoren, die fiir dessen
ausgesprochene Pathogenitit verantwortlich sind (Archer 1998). Von diagnostischem Interesse
ist hier der Nachweis der Koagulase sowie des Clumping Factors. Diese beiden Virulenzfaktoren
bewirken eine Ausfillung von Fibrin, wodurch sich S. aureus vor der Immunantwort des Wirtes
schiitzt und in dessen Rahmen die charakteristische Abszessbildung erfolgt. Weiterhin bedeutend
ist das Fibrinolysin wodurch sich S. aureus iiber Auflosen des initial gebildeten Fibringerinnsels
im Gewebe ausbreiten kann. Das Protein A sowie die Polysaccharidkapsel dienen zum Schutz
vor Phagozytose und das interzelluldre Adhésin unterstiitzt die Biofilmbildung. Insgesamt erweist
sich S. aureus als ein ausgesprochen widerstandsfahiges Bakterium gegeniiber potentiell Stress
verursachenden Umweltbedingungen wie Hitze, UV-Strahlung, Austrocknung und pH-

Verdnderungen (Gatermann 2012).

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Tatsache, dass S. aureus als opportunistisch
pathogener Keim Haut und Schleimhdute von Menschen asymptomatisch besiedeln kann.
Dauerhaft sowie tempordr betroffen sind ca. 30 % der Menschen. Aufgrund ihrer
Symptomlosigkeit und der damit fehlenden Warnhinweise fiir Betroffene sowie Personen in ihrer
Umgebung sind S. aureus-Trager die wichtigste Infektionsquelle in der endemischen Situation.
Bei Auftreten von Wunden bzw. Immundefekten kann S. aureus dann pathogen wirken und

systemische Auswirkungen haben (Wertheim et al. 2005; Sollid et al. 2014; Becker et al. 2017).

S. aureus stellt weiterhin durch seine Fahigkeit Biofilm zu bilden und auf diese Weise als
chronische Infektionsquelle zu dienen eine grofle Herausforderung hinsichtlich effektiver

Priaventions- sowie Therapiemoglichkeiten dar (Bhattacharya et al. 2015).

Atiologisch kann man Krankheiten, die direkt durch S. aureus oder durch dessen Toxine
verursacht sind, sowie einige Ubergangsformen unterscheiden. Zu den direkt durch das
Bakterium verursachten Krankheiten zdhlen Furunkel, die Mastitis puerperalis und die

Osteomyelitis. Lebensmittelvergiftungen sind dagegen ein Beispiel toxinvermittelter Genese. Die
2
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Ubergangsformen beinhalten die Impetigo contagiosa, das toxische Schocksyndrom oder das

Staphylococcal scalded skin syndrome (Gatermann 2012).

Therapeutisch muss die Fahigkeit der meisten S. aureus Stimme gegeniiber einfachen B-Laktam
Antibiotika, d.h. Aminopenicillinen, resistent zu sein, beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus
kommt es aktuell zu einer Multi-Resistenzentwicklung, z.B. bei MRSA (methicillin resistenter
bzw. multi-resistenter S. aureus). Insbesondere in chirurgischen Fachgebieten spielt daher die
Pravention von durch S. aureus verursachte Infektionen eine wichtige Rolle (Ma et al. 2017).
Intensive Screeningprogramme sowie restriktivere Antibiotikaverordnungen bewirken eine
deutliche Reduktion hinsichtlich der Verbreitung von S. aureus bzw. dem Vorantreiben der
Resistenzentwicklung  (Wertheim et al.  2004). Dennoch  besteht laut der
Weltgesundheitsorganisation fiir S. aureus aufgrund der genannten Resistenzentwicklung hohe
Prioritit bezliglich der dringlichen Erforschung und Entwicklung neuer Antibiotika (WHO-
World Health Organization 2017).

Insgesamt ist die Morbiditéit bzw. Mortalitdt durch S. aureus Infektionen, insbesondere aufgrund
von MRSA sowie der Féhigkeit auf passager angewandten Implantaten wie Kathetern Biofilm zu
bilden, in den letzten Jahren weltweit stark angestiegen. Die sich daraus entwickelnden enormen
Kosten stellen ein gesundheitsokonomisches Problem ersten Ranges dar (Klein et al. 2007;

Noskin et al. 2007; Uematsu et al. 2016).

1.1.2  Staphylococcus epidermidis

Koagulasenegative Staphylokokken, darunter Staphylococcus epidermidis, gehdren zu den am
hiufigsten im Krankenhaus isolierten Keimen. In der Minderzahl der Fille sind sie dabei jedoch
das dtiologisch relevante Agens nosokomialer Infektionen (Becker et al. 2014; Gatermann 2012).
Auf Blutagarplatten zeigen S. epidermidis Kulturen im Unterschied zu S. aureus keine Hamolyse,
die Kolonien haben eine weille Farbe (Gatermann 2012). S. epidermidis (,,epidermidis‘- der
Haut, lat.) zahlt zu der natiirlichen humanen Mikrobiota der Haut und besiedelt vorrangig Nase,
Axilla, Kopf, Arme und Beine (Kloss und Musselwhite 1975). Aufgrund dessen stellt das
unabsichtliche Einbringen von S. epidermidis, beispielsweise im Rahmen von Gefaflpunktionen,
einen haufigen Infektionsweg dar. Die Infektionsquellen konnen einerseits die patienteneigene

dermale Mikrobiota, oder aber auch die Hiande des medizinischen Personals sein.

S. epidermidis ist als Kommensale der menschlichen Hautmikrobiota ein opportunistisch
pathogener Keim. Im Gegensatz zu S. aureus weist er kaum Virulenzfaktoren auf, die bei einer

Infektion einen aggressiven Krankheitsverlauf im Wirt ermdglichen wiirden. Sein zentraler
3



Einleitung

Virulenzfaktor ist die ausgeprigte Fahigkeit, Biofilm zu bilden und auf diese Weise dem
Immunsystem des Wirtes zu entgehen (Otto 2012; Christensen et al. 1982). Zu einem spéteren
Zeitpunkt kann es dann zu einer Ausschwemmung der Bakterien in die Blutbahn und folglich
schwerwiegenden septischen Komplikationen kommen. S. epidermidis ist in der Lage Biofilm
auf synthetischen und nicht-synthetischen Oberflichen zu bilden und kann so jegliche
GefiaBkatheter, aber auch GefaBstents oder —shunts, sowie Herzklappen- und orthopédische
Prothesen besiedeln. Da Antibiotika die im Biofilm geschiitzten Bakterien regelmifig nicht oder
nur in ungeniigendem Malle erreichen, miissen die betroffenen medizinischen Implantate oft

entfernt bzw. ersetzt werden (Becker et al. 2014).

Therapeutisch stellen einerseits die hdufig vorhandenen Resistenzen, vor allem gegen jegliche B-
Laktame, und andererseits der Biofilm als chronische Infektionsquelle eine Herausforderung dar.
Um Infektionen zu verhindern ist die Priavention, insbesondere mit einer strengen Einhaltung der

Hygiene, von groBer Bedeutung (Chessa et al. 2015).

1.2 Biofilme

Der Begriff ,Biofilm‘ bezeichnet hoch komplexe, dynamische Gemeinschaften von
Mikroorganismen einer oder mehrerer Spezies, die an Oberflédchen adhérieren und typischerweise
von einer extrazelluldren polymeren Substanz (EPS) Matrix umgeben sind (Dunne Jr. 2002).
Evolutionir betrachtet stellt das Wachstum in Biofilmen als ,geschiitzte Nische® wahrscheinlich
einen deutlichen Uberlebens- bzw. Selektionsvorteil dar (Stoodley et al. 2002; Costerton 1995).
Fossilfunde von vor bis zu 3,5 Milliarden Jahren zeigen, dass Biofilme zu den iltesten
okologischen Daseinsformen der Welt gehoren (Hall-Stoodley et al. 2004). Jedoch wurde erst
Mitte des 20. Jahrhunderts das Phdnomen gemeinschaftlich, sessiler Ansiedlungen auf
Oberfléchen, in einer Art ,Film* fiir aquatische Bakterien beschrieben (Zobell und Allen 1935;
Zobell 1943).

Biofilme kommen ubiquitir in verschiedenen Okosystemen vor und kénnen sowohl auf
biotischen als auch auf abiotischen Oberfldchen entstehen (Costerton 1987). Inzwischen werden
mindestens fiinf Phasen der Biofilmbildung unterschieden, die teilweise als Kreislauf angesehen
werden konnen (Monroe 2007; Moormeier und Bayles 2017). Zunéchst findet die reversible
Adhision einzelner planktonischer Bakterien an einer Oberfldche statt. Danach kommt es durch
Ausbildung von extrazelluldrer Matrix zu einer irreversiblen Adhdsion sowohl der Bakterien
untereinander als auch der Mikrokolonien an der Oberfléche. In der dritten Phase wachsen die

Mikrokolonien zu teilweise selbst mit dem bloen Auge wahrnehmbaren Makrokolonien heran.
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Anschliefend differenzieren sich einzelne Abschnitte des Biofilms durch besondere metabolische
Muster der darin enthaltenen Bakterien funktionell, was als Reifung bezeichnet wird. Die fiinfte
Phase zeichnet sich durch eine Ablosung einzelner Bakterien bzw. Bakterienpakete von Biofilm
aus. Diese nunmehr wieder frei flottierenden Bakterien konnen an anderer Stelle neuen Biofilm

bilden (Abb. 1).

Al

Abbildung 1: Phasen der Biofilmbildung an einer Oberfliiche, schematische und rasterelektronenmikroskopische
Darstellung am Beispiel eines P. aeruginosa Biofilms. Phase 1: Reversible Adhésion planktonischer Bakterien. Phase 2:
Irreversible Adhédsion der Mikrokolonien durch Ausbildung von EPS. Phase 3-4: Heranreifung des Biofilms durch Wachstum,
funktionelle Differenzierung. Phase 5: Losen von Biofilmbakterien, Ausbreitung. Abb. von D. Davis, entnommen aus (Monroe
2007).

Die eher heterogene Struktur mit unterschiedlich grolen Arealen sessiler Bakterien verdeutlicht
die dynamische Anpassungsfahigkeit an verschiedenste Umweltbedingungen. Dabei
beeinflussen insbesondere das Vorhandensein von Nahrstoffen sowie die FlieBbedingungen in
der Umgebung die Form des Biofilms (Stoodley et al. 1999; Beer et al. 1994). Innerhalb eines
Biofilms pragen sich auBerdem verschiedene Phédnotypen der Mikroorganismen aus. Sie
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Stoffwechselaktivitit, Funktion und Entwicklungsfolge,
einerseits voneinander, sowie andererseits ebenfalls von ithrem planktonischen Pendant (Sauer et
al. 2002; Stoodley et al. 2002). Diese Eigenschaften, als Ausdruck komplexer und dynamischer
Regulationsvorginge, zeichnen einen Biofilm aus. Gleichzeitig liegt darin auch die
auflerordentliche Widerstandsfahigkeit dieser Lebensform begriindet, welche heutzutage ein

grof3es Problem auf medizinischem und industriellem Gebiet darstellt.
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Inzwischen weil man, dass 65-80 % aller nosokomialen Infektionen &tiologisch mit der
Ausbildung von Biofilmen assoziiert sind (Pletzer und Hancock 2016). Grundsitzlich kann dabei
zwischen implantatassoziierten- und gewebeassoziierten Infektionen unterschieden werden.
Beispiele fiir implantatassoziierte Infektionen sind hdufig durch S. epidermidis verursachte
GefiBkatheter-Infektionen oder vorzugsweise durch S. epidermidis bzw. S. aureus ausgeloste
Infektionen orthopédischer Implantate. Haufig auftretende gewebeassoziierte Infektionen sind
die durch Pseudomonas aeruginosa verursachte Pneumonie bei Zystischer Fibrose oder eine

Endokarditis nach Streptokokken Infektion (Donlan und Costerton 2002; Scherr et al. 2014).

Parsek und Singh schlugen vier Kriterien zur Definition der Biofilmétiologie einer Infektion vor,
welche die klinisch relevanten Eigenschaften von Biofilm verdeutlichen: Die pathogenen
Bakterien adhédrieren an einer Oberfldche, die Bakterien befinden sich in Ansammlungen und sind
umgeben von einer Matrix oder Wirtsbestandteilen, die Infektion ist lokalisiert und zeigt sich
resistent gegeniiber antibiotischer Therapie, obwohl die entsprechende Sensitivitit bei der
planktonischen Form dieser Bakterien gegeben ist (Parsek und Singh 2003). Hierbei sticht vor
allem die ausgeprégte Resistenz von Biofilm Bakterien gegeniiber antimikrobiellen Substanzen
heraus. Diese kann gegentiber der planktonischen Form der jeweiligen Bakterienspezies fiir ein
bestimmtes Antibiotikum um ein Vielfaches erhoht sein (Ceri et al. 1999; Walters et al. 2003). In
diesem Zusammenhang werden verschiedene Resistenzmechanismen vermutet. Einerseits kann
die Matrix aus extrazelluldrer Substanz als Schutzhiille dienen und auf diese Weise die Diffusion
von Antibiotika verhindern. Andererseits muss auch die Heterogenitit innerhalb eines Biofilms
berticksichtigt werden. Dadurch sind beispielsweise sogenannte Persister-Bakterien aufgrund
einer reduzierten Stoffwechselaktivitit unempfindlich gegeniiber antimikrobiellen Substanzen
(Prax und Bertram 2014). Des Weiteren kann eine im Rahmen der Immunantwort veridnderte
Wirtsumgebung die Wirkung der Antibiotika nachteilig beeinflussen (Wagman et al. 1975;
Gilbert und Brown 1995).

1.3 Probiotika und Kulturiiberstinde

Das Konzept der Probiotika bzw. Mikroorganismen mit einem fordernden Einfluss auf die
menschliche Gesundheit ist im letzten Jahrhundert entstanden und hat sich jiingst dank eines stark
gewachsenen Forschungsinteresses weiter entwickelt. Probiotika werden teilweise als
Nahrungsbestandteile in sogenannten ,functional Foods‘ vertrieben, sie finden aber auch in

direkter medizinischer Applikation Anwendung.
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Probiotika werden definiert als ,,lebende Mikroorganismen, die bei Verabreichung in addquaten
Mengen einen Gesundheitsvorteil des Wirtes bewirken* (Joint FAO/WHO Working Group
2002). Der Begriff ,Probiotikum‘ leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeutet ,.fiir das
Leben“. Im Gegensatz steht dazu ,Antibiotikum® (,,gegen das Leben‘“-griech.), womit ein
antibakterielles Agens biologischer oder synthetischer Herkunft gemeint ist. Weiterhin gilt es,
von diesen beiden Begriffen die ,Pribiotika‘ abzugrenzen. Diese sind ,nicht verdaubare
Lebensmittelbestandteile, die ihren Wirt giinstig beeinflussen, indem sie das Wachstum und die
Aktivitidt einer oder mehrerer Bakterienarten im Dickdarm gezielt anregen und somit die

Gesundheit des Wirts verbessern® (Gibson und Roberfroid 1995).

Laktobazillen und Bifidobakterien sind Milchsidurebakterien und Bestandteil der natiirlichen
Mikrobiota des Gastrointestinaltrakts. Sie werden am héufigsten als Probiotika verwendet
(Rowland et al. 2010). Aber es werden beispielsweise auch einige Stimme von Streptococcus
salivarius, welcher natiirlicherweise in der Mundhohle gesunder Menschen vorkommt, als

Probiotika genutzt.

Probiotische Bakterien antagonisieren stammabhingig iiber eine Vielzahl von Mechanismen
andere Mikroorganismen und konnen so ihre Wirkung entfalten (Abb. 2). Dazu gehdren unter
anderem: eine positive Einflussnahme auf die natiirliche Mikrobiota in Gastrointestinaltrakt oder
Oropharyngealraum, kompetitive Adhdsion an Mukosa sowie Starkung der Epithelbarriere, eine
positive Beeinflussung des Immunsystems {iiber Regulationen der Immunantwort und die
Ausschiittung antimikrobiell wirkender Substanzen (Bermudez-Brito et al. 2012). Im Unterschied
zu pathogenen Bakterien zeichnen sich probiotische Bakterien auf diese Weise durch einen fiir
den Organismus insgesamt positiven Effekt aus und konnen nur in sehr wenigen Ausnahmefillen

schaden (Snydman 2008).



Einleitung

Competition for Nutrients __

Blocking of Adhesion Sites

J = probiotic
e bacteria

f \_ = pathogen

antimicrobial agent
{e.g. bactersocin)

{ = intestinal
epithelium

Abbildung 2: Hauptwirkmechanismen probiotischer Bakterien, beispielhafte Darstellung fiir den Gastrointestinaltrakt.
A: Néhrstoffkonkurrenz, B: Besetzen von Adhésionsstellen, C: Stimulation des Immunsystems, D: Direkter Antagonismus iiber
antimikrobielle =~ Substanzen  (z.B.  Bakteriozine). = Abb.  modifiziert —nach  folgender  Bildquelle = URL:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Probiotic.png#

In den letzten Jahren ist das Interesse an Probiotika und insbesondere den Moglichkeiten der
medizinischen Applikation stark gestiegen. Diverse in-vitro sowie in-vivo Studien belegen den
klinischen Nutzen probiotischer Bakterien. Probiotika werden dabei vorrangig in préventiver
Absicht oder als Adjuvans verwendet. Hinsichtlich ihrer Funktion, die normale bakterielle
Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt zu stirken bzw. wiederherzustellen, werden sie schon
vielfach bei diversen Durchfallerkrankungen in Kindern und Erwachsenen therapeutisch
angewendet (Cremonini et al. 2002; Ottman et al. 2012). Der Einfluss auf Entstehung und Verlauf
verschiedenster Durchfallerkrankungen z&hlt zu den am meisten untersuchten klinisch relevanten
Wirkungen von Probiotika. Weitere Erfolge konnten bei der Verwendung als Adjuvanz gegen
infektiose Gastritis mit Helicobacter pylori, sowie gegen atopisches Ekzem, Nekrotisierende
Enterokolitis in Neugeborenen oder vaginale Infektionen ermittelt werden (Gupta und Garg 2009;

Lievin-Le Moal und Servin 2014; O'Connor et al. 2016; Lau et al. 2016).

SchlieBlich stellt die steigende Anzahl an Antibiotikaresistenzen eine der aktuellen globalen
Herausforderungen dar, die sowohl den Bereich Gesundheit als auch Landwirtschaft und
Erndhrung umfasst. Neben der Verbreitung eines fundierten Wissens um die
Entwicklungsmechanismen von Resistenzen und damit einhergehend eines sensibleren Umgangs

mit Antibiotika, wird auch insbesondere die Bedeutung der Priavention von Infektionskrankheiten
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betont. Des Weiteren spielt selbstverstindlich die Erforschung bzw. Entwicklung von neuen
antimikrobiellen Substanzen fiir die zukiinftige Behandlung von Infektionskrankheiten eine
auBlerst wichtige Rolle (WHO- World Health Organization 2015; Dar et al. 2016; Czaplewski et
al. 2016; Lazarev und Govorun 2010). In diesem Zusammenhang wird in der vorliegenden Arbeit
auf einen moglichen probiotischen Wirkmechanismus, ndmlich den Einfluss antimikrobieller

Substanzen aus Kulturiiberstinden auf das Wachstum pathogener Bakterien, eingegangen.
Kulturiiberstinde

Kulturiiberstinde werden durch Zentrifugation einer zuvor bebriiteten Bakterienkultur und
Abheben des Nidhrmediums vom Sediment gewonnen. Durch anschlieende Filtration kdnnen
gef. noch im Uberstand vorhandene einzelne Bakterien eliminiert werden. Diese Prozessierung
ermoglicht die Herstellung von zellfreien Kulturiiberstinden unter Beibehaltung 16slicher
Substanzen, die zuvor von den Bakterien in das Ndhrmedium sezerniert wurden. Eben diese
Substanzen sind aufgrund ihrer inhibitorischen Aktivitit gegeniiber anderen Mikroorganismen

interessant (Asensio und Perez-Dias 1976; Tsai et al. 2008; Mariam et al. 2014).

Bereits vor knapp 100 Jahren wurde eine antimikrobielle Substanz in den Kulturen eines E. coli
Stammes gefunden, welche antagonistisch gegeniiber anderen E. coli Stimmen wirkte (Waters
und Crosa 1991). Silva et al. beschrieb 1987 inhibitorische Stoffe aus L. rhamnosus
Kulturiiberstinden, welche in-vitro Wirkung gegeniiber einer Reihe grampositiver und
gramnegativer pathogener Keime wie Clostridien, Enterobacter und Staphylokokken zeigten

(Silva et al. 1987).

Inzwischen weill man, dass abhéngig vom Bakterienstamm sowie den Inkubationsbedingungen
eine Vielzahl aktiver Substanzen in das Ndhrmedium sezerniert wird und dementsprechend mit
dem Kulturiiberstand isoliert werden kann (Riley und Wertz 2002). Dazu zdhlen nicht nur
antimikrobielle Agenzien wie organische Séuren, Wasserstoffperoxid oder Bakteriozine, sondern
auch immunmodulatorische Stoffe (Bermudez-Brito et al. 2014; Harb et al. 2013). Die
weiterfilhrende  Erforschung  antimikrobieller — Substanzen, den zugrundeliegenden
Wirkmechanismen, sowie ihren Wirkspektren auf planktonische oder biofilmgebundene
Bakterien ist fiir die Entwicklung zukiinftiger Praventions- und Therapiemdglichkeiten von

Infektionskrankheiten enorm wichtig (Varma et al. 2011; Lazarev und Govorun 2010).

In der vorliegenden Arbeit werden zwei probiotisch wirkende Bakterien, Lactobacillus

rhamnosus GG und Streptococcus salivarius K12, und insbesondere deren Kulturiiberstinde
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nédher untersucht. Thre klinisch relevanten Wirkungen unterscheiden sich voneinander aufgrund
der jeweiligen bakterienspezifischen Eigenschaften und Wirklokalisationen im menschlichen

Korper.

1.3.1 Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus rhamnosus GG ist ein grampositives Stdbchenbakterium der Gattung der
Laktobazillen. Es gehort zu den am ausfiihrlichsten erforschten probiotischen Bakterien, mit
umfangreichen Untersuchungen zu dessen vielfdltiger antimikrobieller Wirkung sowohl in-vitro
und in-vivo, als auch in randomisierten klinischen Studien (Lievin-Le Moal und Servin 2014). L.
rhamnosus GG wurde urspriinglich aus dem Stuhl eines gesunden Menschen isoliert (Gorbach
1996). Dieses Bakterium ist zwar kein dauerhafter Bestandteil der natiirlichen humanen
Darmmikrobiota, es konnte jedoch gezeigt werden, dass es bei oraler Administration die Magen-
Darm-Passage einerseits iiberlebt und im Folgenden den Magen-Darm-Trakt temporér besiedeln
kann (Goldin et al. 1992). Der Effekt dieser Besiedlung ist in Bezug auf die Inzidenz von Diarrhoe
bei Kindern (Szajewska et al. 2011), oder hinsichtlich antibiotikainduzierter Storungen im
Gastrointestinaltrakt klinisch relevant (Korpela et al. 2016). In beiden Féllen ist die Gabe von L.
rhamnosus GG zum Erhalt bzw. zur Wiederherstellung der natiirlichen Darmmikrobiota
erfolgreich. Unter den weiteren vielfiltigen, nachgewiesenen positiven Effekten auf die
Gesundheit konnte in klinischen Studien beispielsweise auch gezeigt werden, dass der praventive
Zusatz von L. rhamnosus zu Milch das Risiko der Entwicklung von dentalem Karies senken kann
(Nase et al. 2001). Ebenfalls lieferten in-vitro Untersuchungen Anhaltspunkte fiir eine durch L.
rhamnosus GG beeinflusste Biofilmbildung verschiedener Bakterien (Jiang et al. 2016). Die
bisher beschriebenen Wirkmechanismen sind insgesamt vielfiltig und umfassen die Produktion
antimikrobieller Substanzen (Silva et al. 1987). Die sichere Anwendung von L. rhamnosus GG
als Probiotikum wurde ausfiihrlich untersucht, sodass es insgesamt als weitestgehend

unbedenklich eingestuft werden konnte (Snydman 2008).

1.3.2 Streptococcus salivarius K12

Streptococcus salivarius K12 ist ein in der natiirlichen Mikrobiota des Oropharyngealraums
gesunder Menschen vorkommendes, grampositives, kokkenformiges Bakterium (Kazor et al.
2003; Carlsson et al. 1970). Der Stamm K12 wurde urspriinglich aus der Mundhdhle eines Kindes
isoliert und wird inzwischen seit mehreren Jahren als Probiotikum kommerziell vertrieben
(Wescombe et al. 2012). S. salivarius K12 zeichnet sich durch die Produktion von BLIS
(bacteriocin like inhibitory substances) aus. Unter diesen antimikrobiell wirkenden Proteinen

sind vor allem die Lantibiotika Salivaricin A2 und Salivaricin B hinsichtlich ihrer Charakteristika
10



Einleitung

und vermittelten Wirkung untersucht worden (Hyink et al. 2007). Diese Wirkung stellte
urspriinglich eine in-vitro nachweisbare Wachstumshemmung von Streptococcus pyogenes dar.
Inzwischen ist allerdings bekannt, dass S. salivarius K12 auch gegeniiber einer Reihe weiterer
bakterieller Erreger wie Haemophilus influenzae sowie gegeniiber viralen Erregern und auch
Candida albicans einen hemmenden Effekt aufweist (Ishijima et al. 2012). Insgesamt sind
diverse klinisch relevante Wirkungen dieses Probiotikums im Rahmen von Studien ndher
untersucht worden. Dabei kann der praventive Einsatz von S. salivarius K12 zu einem deutlich
reduzierten Wiederauftreten von sowohl bakteriell als auch viral bedingter Pharyngotonsillitis
und Otitis media fiihren (Di Pierro et al. 2016). Beide Krankheitsbilder zéhlen zu den héufigsten
Infektionen im Kindesalter. Des Weiteren kann durch den Erhalt des natiirlichen Gleichgewichts
in der oropharyngealen Mikrobiota erwachsener Menschen Halitosis vorgebeugt werden (Kazor
et al. 2003). Eine protektive Wirkung zum Verhindern von dentalem Plaque wurde bisher fiir den
S. salivarius Stamm M18 beschrieben (Wescombe et al. 2012). S. salivarius K12 wird primér
praventiv, aber auch zum Wiederherstellen der natiirlichen oralen Mikrobiota nach
Antibiotikagabe verwendet. Der erfolgreiche Einsatz als Probiotikum zeichnet sich nicht zuletzt
durch ein gutes Sicherheitsprofil mit ausgeprigter Antibiotikasensitivitit sowie in
immunkompetenten Menschen duflert selten auftretenden Nebenwirkungen aus (Burton et al.

2006).
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1.4 Zielsetzung

Durch Staphylokokken ausgeloste Infektionen stellen besonders in Einrichtungen des
Gesundheitswesens eine medizinische und 6konomische Herausforderung dar. Dieser Umstand
liegt nicht nur in den Erkrankungen an sich begriindet, sondern auch in der Féhigkeit dieser
Bakterien, in Biofilmen zu persistieren und iiberdies gegeniiber einer wachsenden Zahl

antibiotischer Therapeutika ausgepragte Resistenzen zu entwickeln.

Probiotische Bakterien werden zunehmend aufgrund ihres positiven Effekts auf die menschliche
Gesundheit in den Fokus geriickt. Die nachgewiesenen Wirkungen sind sehr vielfiltig und
variieren je nach Bakterium, dessen Wirkort und —spektrum sowie den zugrundeliegenden
Wirkmechanismen. Lactobacillus rhamnosus GG und Streptococcus salivarius K12 stellen
bereits seit einigen Jahren vorrangig in der Prévention verschiedenster Infektionskrankheiten

etablierte Probiotika dar.

In der vorliegenden Arbeit soll die Problematik der Biofilmbildung als chronische
Infektionsquelle sowie die Mdoglichkeit alternativer Therapie- bzw. Priventionsansitze zu
Antibiotika ndher beleuchtet werden. Daher wurden Kulturiiberstinde der probiotischen
Bakterien L. rhamnosus GG und S. salivarius K12 hinsichtlich ihrer in-vitro Wirkung auf
planktonische und Biofilmformen von S. aureus und S. epidermidis im Sinne einer proof-of-

principle Studie untersucht.
Zentrale Untersuchungspunkte waren:

1. In-vitro Untersuchungen des Effekts von L. rhamnosus GG und S. salivarius K12 auf S.
aureus und S. epidermidis. Die genannten Bakterien wurden in dieser Konstellation bisher
kaum zusammen erforscht.

2. Die Verwendung von sterilfiltrierten, aufkonzentrierten probiotischen Kulturiiberstdanden
als vermittelndes Agens anstelle der probiotischen Bakterien wurde hinsichtlich der
Wirksamkeit tiberpriift.

3. Von besonderem Interesse war der Effekt der probiotischen Kulturiiberstinde auf den
durch S. aureus und S. epidermidis gebildeten Biofilm. Dies wurde {iiber
Biofilmquantifizierung im Mikrotiterplatten-Lesegerdt sowie in einer beispielhaften

rasterelektronenmikroskopischen Auswertung untersucht.
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2 Material

2.1 Bakterienstimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tab. 1: Bakterienstimme

Bakterien Kurzcharakteristika Referenz
Staphylococcus aureus Biofilmbildend, héufig é&tiologisch | ATCC 25923
relevanter Keim bei 1m-

plantatassoziierten Infektionen

Staphylococcus epidermidis Biofilmbildend, héaufig 4tiologisch | ATCC 35984

relevanter Keim bei im-
plantatassoziierten Infektionen

Lactobacillus rhamnosus GG Als Probiotikum therapeutische und | ATCC 53103

praventive Verwendung

Streptococcus salivarius K12 Als Probiotikum préaventiver Einsatz Dr.J. Tagg, NZ

2.2 Nihrmedien und Puffer
Im Folgenden sind die verwendeten Ndhrmedien und die Puffer-Losung aufgefiihrt. Alle
Nédhrmedien und der Puffer wurden nach der Herstellung bei 121 °C autoklaviert. Die

Bestandteile beziehen sich auf 1 Liter Gesamtvolumen.

2.2.1 Fliissigmedien
Die verwendeten Fliissigmedien sind in Tabelle 2 dargestellt.
Tab. 2: Fliissigmedien
BHI — Brain Heart | Losen von 37 g BHI in 1 Liter Aqua dest.
Infusion Bestandteile: Hirn-Aufguss Bestandteile 12,5 g/l; Rinderherz-Aufguss

Bestandteile 5 g/, Proteosen Peptone 10 g/, Glucose 2 g/,
Natriumchlorid (NaCl) 5 g/, Natriumdiphosphat (Na2HPO4) 2.5 g/1
CB -  Caso | Losen von 30 g CB in 1 Liter Aqua dest.

Bouillon Bestandteile: Pepton aus Casein (Pankreashydrolysat) 17 g/l, Pepton aus
Soja (Papainhydrolysat) 3 g/I, Natriumchlorid (NaCl) 5 g/, di-
Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) 2,5 g/1,
Glucose-Monohydrat (CcH1206xH20) 2,5 g/l
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TSB — Tryptic Soy | Losen von 30 g TSB in 1 Liter Aqua dest.

Broth Bestandteile: Bacto Trypton (pankreatisch abgebautes Casein) 17 g/l,
Bacto Soyton (peptisch abgebautes Sojabohnenmehl) 3 g/1,

Glucose 2,5 g/l, Natriumchlorid (NaCl) 5 g/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 2,5 g/

2.2.2 Nihrmedium fest
BHI Medium Losen von 37 g BHI und 15 g Agar (No. 3, Oxoid) in 1 Liter Aqua dest.,
Agar No.3 Bestandteile: s. o., Autoklavieren bei 121 °C,
Abkiihlen auf ca. 55 °C im Wasserbad, Giel3en in Petrischalen unter der
Sterilbank, Aushirten-lassen des Agars iiber Nacht

2.2.3 Puffer
10x PBS — Bestandteile: Natriumchlorid (NaCl) 80 g/l, Kaliumchlorid (KCI) 2,0 g/,
phosphate Dinatriumhydrogenphosphat (NaxHPOj4) 14,4 g/1,

buffered saline ~ Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 2,4 g/,
Stammldsung Ad 1000 ml Aqua dest.,Einstellen des pH auf 7.4

Gearbeitet wurde mit 1x PBS-Puffer. Dieser wurde aus der Stammldsung durch 1:10 Verdiinnung
mit Aqua dest, ggf. erneuter pH-Einstellung auf 7,4 und anschlieBender Autoklavierung

hergestellt.

2.3 Probiotische Kulturiiberstinde

Probiotische Kulturiiberstinde — CFCS (cell free culture supernatants) — wurden aus
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) und Streptococcus Salivarius K12 (SK12) Kulturen

gewonnen. Die Uberstinde wurden steril-filtriert und ggf. aufkonzentriert.

2.4 Humane Matrixproteine

Die verwendeten Matrixproteine wurden von der Sigma-Aldrich Chemie GmbH Miinchen,
Deutschland bezogen und sind nachfolgend aufgelistet: Fibrinogen F3879, Fibronektin F2006,
Kollagen Typ I C7624.
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2.5 Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 3 sind Chemikalien und Reagenzien aufgelistet, die in dieser Arbeit Verwendung

fanden.

Tab. 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Agar Technical No. 3

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England

Aqua dest. Apotheke der Universitdt Rostock, Deutschland
Bariumchlorid (BaCly) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BHI CM1135 Medium Oxoid, Basingstoke Hampshire, England

CB Medium Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Apotheke der Universitit Rostock, Deutschland
Glutardialdehyd Merck KG, Darmstadt, Deutschland

Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Natriumhydroxid (NaOH) Merck KG, Darmstadt, Deutschland

Natriumphosphatpufter 0,1M

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Stammlosung aus Natriumdihydrogenphosphat
Monohydrat (NaH,POs x HxO) und di-
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (NaHPO4x
2H,0)

Saccharose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Safranin O Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Salzsdure (HCI) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Schwefelsaure (H2SO4) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Spiilmittel fit® fit GmbH, Zittau, Deutschland

TSB Medium BD, Franklin Lakes, NJ, USA

2.6 Geriite und Hilfsmittel

Tabelle 4 beinhaltet die fiir diese Arbeit genutzten Gerdte und Hilfsmittel.
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Tab. 4: Gerdte und Hilfsmittel

Gerite und Hilfsmittel Hersteller
Analysewaage Typ BP4100S Sartorius, Gottingen, Deutschland
Bechergléser DURAN Group GmbH, Wertheim/Main,

Deutschland

Beschichtungsanlage BAL-TEC SCD 004

BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein

Sputter Coater
Brutschrank Binder Serie CB Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Brutschrank HeraCell Heraeus, Hamburg, Deutschland

Dampfsterilisator Vaculab PL

MMM Miinchener Medizin Mechanik GmbH,
Planegg bei Miinchen, Deutschland

Dampfsterilisator Varioklav® 500

HP Medizintechnik GmbH, OberschleiSheim,
Deutschland

Feinwaage AG135

Mettler-Toledo GmbH, Gieflen, Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C) Typ Herafreeze

Heraeus, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Comfort

Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, Deutschland

Liebherr-International

Gefriertrocknungsanlage Christ Alpha 1-4

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Osterode am Harz, Deutschland

Glasperlen (2,85-3,3 mm)

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Koloniezahlstift eCount™

VWR International, Wien, Osterreich

Kritische  Punkt
EMITECH K850

Trocknungs-Anlage

Quorum Technologies Ltd., Laughton East

Sussex, England

Kiihlschrank (+4 °C) Liebherr ProfiLine

Liebherr-International  Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, Deutschland

Laborflaschen DURAN® (500 ml, 1000
ml)

DURAN Group GmbH, Wertheim/Main,
Deutschland

Leuchtpult Hama GmbH, Monheim, Deutschland
Lineal Faber-Castell, Stein, Deutschland
Magnetriihrer RCT basic IKA®Labortechnik, Staufen, Deutschland

Mikrotiterplatten- Lesegerét SpectraMax®
M2 Multimode

Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, CA, USA

Multistepper Mutipette® plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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pH Meter Series inoLab® pH720

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Photometer Smart Spec 3000

Bio-Rad Laboratorien GmbH, Miinchen,

Deutschland
Pinzetten Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Pipetten 1000 pl,200 pl,100 pl,10 pl | Gilson, Inc., Middleton, WI, USA
PIPETMAN Classic®

Pipettierhilfe Finnpipette™ 10 ml, 20 ml,
50 ml

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland

Probenteller Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Rasterelektronenmikroskop Merlin - VP | ca1  Zeiss Microscopy ~GmbH,  Jena

compact Deutschland

Reagenzrohrchen DURAN® DURAN Group GmbH, Wertheim/Main,

Deutschland

ReaktionsgefaB3stander

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Reinluftwerkbank Heraguard™

Heraeus, Hamburg, Deutschland

Reinstwasseranlage Ultra Clear Plus™

Systemische Gesellschaft Berlin, Deutschland

Stechbohrer zylindrisch

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sterilbank Typ Herasafe™

Thermo Schientific, Waltham, MA, USA

Vakuumpumpe

Welch (Ilmvac GmbH), IImenau, Deutschland

Vortex-Genie Touch Mixer

Scientific Industires, Bohemia, NY, USA

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Varifuge® 3.0R

Heraeus, Hamburg, Deutschland

2.7 Verbrauchsgiiter

Tabelle 5 zeigt eine Auflistung der in dieser Arbeit genutzten Verbrauchsgiiter.

Tab. 5: Verbrauchsgiiter

Verbrauchsgiiter Hersteller
24-Kavititen-Mikrotiterplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
CELLSTAR® Deutschland

2 ml Mikroschraubrohrchen

Sarstedt AG&Co, Niimbrecht, Deutschland
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50 ml R6hrchen CELLSTAR® Tubes Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

96-Kavititen-Mikrotiterplatten Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

CELLSTAR® Deutschland

Amicon® Ultra-15 Zentrifugen- | Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Filtereinheiten

Aufbewahrungsboxen fiir Reaktionsgefilie

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Columbia Blutagarplatten

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Deckgldschen Thermanox™

Science Services GmbH, Miinchen, Deutschland

Eppendorfgefilie (1,5 und 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Filterpapier

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Flachendesinfektion Bacillol®

BODE Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland

Héandedesinfektion AHD 2000®

Lysoform Dr. Hans Rosemann GmbH, Berlin,

Deutschland

Handschuhe Peha-soft® nitrile

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Impfosen

Bio-One GmbH,
Deutschland

Greiner Frickenhausen,

Kapillarréhrchen Clinitubes

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland

Kiivetten fiir Photometer (10x4x45 mm)

Sarstedt AG&Co, Niimbrecht, Deutschland

Markierband

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Parafilm M® Bemis Corporate, Neenah, WI, USA

Petrischalen Sarstedt AG&Co, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Reagiergefa3 1,5 ml Sarstedt AG&Co, Niimbrecht, Deutschland

Serologische  Pipetten = CELLSTAR® | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

(5,10, 25 ml) Deutschland

Spritzen 10 ml

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzen 20 ml

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Stepper-Spitzen Combitips® Plus (10 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilfilter Sterifix® 0,2 um

B.Braun, Melsungen, Deutschland
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2.8 Software

Tabelle 6 zeigt einen Uberblick iiber die genutzte Software.

Tab. 6: Software

Software Hersteller

Citavi 5 Swiss Academic Software GmbH, Widenswil, Schweiz
Microsoft Office 2013 Microsoft Ireland Operations Limited, Dublin, Ireland
SoftMax® Pro 5.4 Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, CA, USA
SmartSEM V05.07 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland
IBM SPSS Statistics 20.0 IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland
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3 Methoden

3.1 Kaultivierung der Bakterien

3.1.1 Stammbhaltung

Fiir die langfristige Lagerung der Bakterienstimme wurden Gefrierkulturen hergestellt. Dazu
wurde mittels einer sterilen Impfose eine Einzelkolonie von einer Blutagarplatte entnommen und
in 10 ml Bouillon iibernacht kultiviert (37 °C, 5 % CO; Gehalt, 12 Stunden). Diese
Ubernachtkultur wurde im Anschluss zentrifugiert (5 min., 4500 UpM), das Sediment in einer
Suspension aus BHI-Fliissigmedium und 60 % Glycerin im Verhéltnis 1:1 resuspendiert und in
Portionen zu 1.000 pl aliquotiert. Die Aufbewahrung erfolgte in Mikroschraubréhrchen bei -80
°C.

Fiir den regelméBigen Gebrauch wurde je ein Aliquot eines Stamms aufgetaut, 100 pl mit einer
Impf6se daraus entnommen und auf Blutagarplatten ausplattiert. Die beimpften Platten wurden
tiber Nacht bebriitet (37 °C, 5 % COz). Nach Anwachsen der Keime in Form gleichartig
aussehender Kolonien wurden diese als geeignet fiir die Durchfiihrung weiterer Experimente
erachtet und fiir maximal einen Monat bei + 4 °C gelagert. Danach erfolgte entweder das
Uberimpfen der Bakterien auf eine frische Platte oder eine erneute Entnahme und Prozessierung

der Bakterien aus den eingefrorenen Proben.

3.1.2 Ubernachtkulturen

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden am Abend zuvor Ubernachtkulturen der Bakterien in
10 ml des jeweils entsprechenden Mediums angesetzt. Die beimpften Réhrchen wurden fiir
mindestens zwolf Stunden bei 37 °C unter einer mit 5 % CO> angereicherten Atmosphire

inkubiert.
3.1.3 Bestimmen der optischen Dichte und Lebendkeimzahl

Anhand der optischen Dichte (OD) der beimpften und bebriiteten Bouillon konnte die
Bakterienmenge bzw. nach mehreren Messungen {iber einen definierten Bebriitungszeitraum das
planktonische Wachstum der Bakterien abgeschitzt werden. Die optische Dichte wurde bei 600
nm im Photometer gemessen. Als Referenz diente das jeweilige Medium. Ab einer ODgoonm von

>0,5 wurde eine stirker verdiinnte Probe verwendet, um Messungenauigkeiten vorzubeugen.
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In Vorversuchen wurde die optische Dichte mit der Lebendkeimzahl (LKZ) der Bakterien
korreliert. Aus Ubernachtkulturen von S. aureus und S. epidermidis wurde die ODgoonm bestimmt.
Anhand dieser OD konnten neue Ubertagkulturen mit einem Endvolumen von 20 ml und einer
Ziel-OD von 0,05 angefertigt werden. Die Ubertagkulturen wurden fiir 8 Stunden weiter bebriitet
(37 °C, 5 % CO»). Stiindlich wurden der Kultur 1.000 pl entnommen, die sowohl zum Messen
der optischen Dichte, als auch zum Ausplattieren und spéteren Quantifizieren der gewachsenen
Bakterien genutzt wurden. Aus diesen Ergebnissen konnte dann eine Regressionsgerade erstellt
und eine lineare Geradengleichung errechnet werden, die den Zusammenhang zwischen optischer
Dichte und Lebendkeimzahl der Bakterien darstellt. Um die Lebendkeimzahl der Bakterien zu
bestimmen, wurden zuvor serielle Verdiinnungsreihen mit 1x PBS angefertigt und je 100 pl der
zu untersuchenden Verdiinnungsstufe mittels Schwenken mit sterilen Glasperlen gleichméBig auf
einer Agarplatte ausplattiert und fiir mindestens 12 Stunden inkubiert (37 °C, 5 % COy). Die
Lebendkeimzahl der Bakterien wurde im Anschluss durch Auszihlen der gewachsenen Kolonien
auf den Agarplatten und Bilden der entsprechenden Mittelwerte aus je drei Verdiinnungsstufen

bestimmt.

3.1.4 McFarland Triibungsstandard

Fir einige Experimente wurde der McFarland Triibungsstandard als Indikator fiir die
Bakteriendichte in den Proben verwendet. Prinzip des McFarland Standards ist ein visueller
Vergleich der Triibung der verwendeten Bakterienkultur mit der 0,5 McFarland Standard
Suspension. Durch Verdiinnen mit 0,9 % NaCl kann dann gegebenenfalls die Triibung der Probe
an den McFarland Standard angepasst werden. AnschlieBend wurde fiir den jeweiligen
McFarland Standard die optische Dichte der Bakterienkultur im Photometer bei ODesoonm
bestimmt. In spéteren Versuchen wurden die Proben dann auf die jeweils folgenden Ziel-ODs

eingestellt:

S. aureus: McFarland 0,52 entsprach einer OD von 0,134

S. epidermidis: McFarland 0,51 entsprach einer OD von 0,132

L. rhamnosus GG: McFarland 0,51 entsprach einer OD von 0,122

S. salivarius K12: McFarland 0,51 entsprach einer OD von 0,124
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3.1.5 Herstellung von Bakterienkulturen

Fiir die Herstellung von Bakterienkulturen wurden in der Regel am Tag zuvor angesetzte
Ubernachtkulturen verwendet (s. 3.1.2). Diese wurden nach erfolgter Inkubation zweimalig mit
1x PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (10 Minuten, 4000 UpM), der
Uberstand verworfen und das Sediment mit 10 ml 1x PBS resuspendiert. Aus einer angefertigten
1:10 Verdiinnungsstufe wurde dann die jeweilige ODegoonm bestimmt. Anhand der zuvor
ermittelten Korrelation zwischen optischer Dichte und Keimzahl konnte fiir die jeweilige Probe
mittels der gemessenen ODgoonm €ine reproduzierbare und gewliinschte Konzentration Bakterien/
ml Medium eingestellt werden. Daflir wurde ein errechnetes Volumen der gewaschenen
Bakteriensuspension entnommen und auf ein definiertes Zielvolumen des entsprechenden

Mediums gegeben.

3.2 Probiotische Kulturiiberstinde

3.2.1 Herstellung probiotischer Kulturiiberstinde

Es wurden drei Methoden zur Herstellung probiotischer Kulturiiberstinde hinsichtlich der
Wirksamkeit ihres Endprodukts und dessen Handhabung miteinander verglichen: mittels
Ultrafiltration, mittels gefriergetrocknetem  Ultrafiltrat und mittels Lyophilisation

aufkonzentrierte Kulturiiberstinde.

Die initialen Schritte in der Herstellung waren identisch und wurden wie folgt durchgefiihrt:
Ansetzen von Ubernachtkulturen von Lactobacillus rhamnosus GG und Streptococcus salivarius
K12 in 18 ml BHI-Flissigmedium (37 °C, 5 % CO., mindestens 12 Stunden), dann Zentrifugation
der Ubernachtkulturen (15 Min., 4000 UpM, Raumtemperatur) und im Anschluss Sterilfiltration
des gewonnen Kulturiiberstandes. Die Porengrofle des Filteraufsatzes erlaubte das Beibehalten

von Bestandteilen des Kulturiiberstandes mit einer Grof3e von unter 0,22 um.
Ultrafiltration

Die Ultrafiltration beruht auf dem Prinzip, dass durch Zentrifugation der Proben die jeweiligen
Bestandteile durch eine semipermeable Membran gepresst werden und durch den dabei
entstehenden Druck Molekiile je nach GroBe aufgeteilt werden konnen. Die Filter-Réhrchen
(Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten, Merck) bestanden aus zwei Kammern, die durch
den Filter mit einer Porengrof3e von 3K — durchléssig fiir Molekiile mit einem NMWL (nominal

molecular weight limit) < 3 kDa — voneinander getrennt waren.
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15 ml des sterilfiltrierten Kulturiiberstandes wurden in die obere Kammer des Filter-Rohrchens
gefiillt und zentrifugiert (4000 UpM, 60 Min., Raumtemperatur). Danach war im unteren Teil des
Rohrchens das Ultrafiltrat mit Proteinen enthalten, fiir die der Filter durchlédssig war und die
entsprechend ein Molekiilgewicht unter 3 kDa hatten. In der oberen Kammer waren einige 100
ul (i.d.R. ca. 200-300 pl) des autkonzentrierten Produkts enthalten. Im Anschluss an diesen ersten
Durchlauf konnten ggf. zusétzlich noch ,Waschschritte® angeschlossen werden, um die Proben
weitestgehend zu entsalzen. Hierfiir wurde das erhaltene Ultrafiltrat in der unteren Kammer
verworfen, die obere Kammer des Filter-Rohrchens auf 15 ml 1x PBS aufgefiillt und die Probe

erneut unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert.
Lyophilisiertes Ultrafiltrat

Eine weitere Moglichkeit war das eben beschriebene gewonnene Ultrafiltrat mit Molekiilen eines

NMWL < 3 kDa zu lyophilisieren und so aufzukonzentrieren.
Lyophilisation

Die Lyophilisation bzw. Geftiertrocknung beruht auf dem Prinzip des Ubergangs vom festen
direkt in den gasformigen Aggregatzustand eines Losungsmittels. Dies ist moglich bei Erreichen
von Temperaturen unterhalb des jeweiligen Gefrierpunktes dieses Losungsmittels bei
gleichzeitigem Bestehen eines Vakuums. Durch den Entzug von Fliissigkeit konnen Proben somit

auf schonende Weise getrocknet werden.

Im Anschluss an die Sterilfiltration wurden die Kulturiiberstinde zu je 15 ml aliquotiert und
eingefroren (-80 °C, mindestens 24 Std.). Danach konnten die Proben dann der Gefriertrocknung
unterzogen werden. Dieser Prozess musste in der Regel mehrmals durchgefiihrt werden, um eine
vollstindige Trocknung der Probe zu erreichen. Das durch die Gefriertrocknung erhaltene Pulver
aus urspriinglich 15 ml Uberstand wurde in 1 ml autoklaviertem Aqua dest. geldst. Hierdurch
wurde eine 15-fache Aufkonzentrierung erreicht. Fiir die Durchfiihrung der MHK- Versuche und
Versuche zur zeitversetzten FEinsaat wurden die Kulturiiberstinde stets in 30-facher

Konzentration verwendet. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

3.2.2 Kapillarititsbestimmung

In Vorversuchen wurden die Steigh6hen ausgewdhlter Fliissigkeiten in einer Kapillare bestimmt.
Die zu testenden Fliissigkeiten wurden zu jeweils 200 pul in die Vertiefungen einer 96-Kavititen-

Mikrotiterplatte pipettiert. Die Kapillarrohrchen wurden dann mittels diinner Klebestreifen an
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einem Reagenzglasstinder befestigt. Unter diese Konstruktion wurde die mit den
Testfluissigkeiten vorbereitete Mikrotiterplatte platziert, sodass die einzelnen Kapillarrdhrchen
mittig und bis in das untere Drittel der jeweiligen Vertiefungen reichten. Nach 30 Minuten
wurden dann die jeweiligen Steighohen der Testfliissigkeiten in den Kapillaren mittels eines

Lineals in mm abgemessen.

Die Testfliissigkeiten umfassten sterilfiltrierte und lyophilisierte Kulturiiberstinde von L.
rhamnosus GG und S. salivarius K12 in einer Hochstkonzentration vom ca. 30-fachen des
Ausgangswertes sowie Testfliissigkeiten als Kontrollen. Die Positivkontrollen beinhalteten eine
gesittigte Zuckerlosung (Sucrose 2,5 M), eine gesittigte Salzlosung (NaCl 5 M), herkommliches
Spiilmittel und eine Mischung aus Spiilmittel und Aqua dest., die Negativkontrollen dagegen
BHI-Medium, Aqua dest. und PBS.

3.2.3 Dichtebestimmung

Anhand der Formel p = %, war es moglich die Dichte der einzelnen Testfliissigkeiten

auszurechnen. Hier entspricht p der Dichte in g/cm™ bzw. kg*m=, m der Masse und V dem
Volumen. Die Masse der oben genannten Testfliissigkeiten wurde durch Wiegen eines mit 1.000
ul gefiillten Eppendorf-Gefafles auf der Feinwaage bestimmt. Durch Abwiegen des jeweiligen

leeren Eppendorf-Gefalles wurde der Tarawert ermittelt.

3.3 Versuche auf festem Medium

Diese Versuche wurden mit zweierlei Zielsetzung durchgefiihrt: zum einen wurden Bakterien ko-
kultiviert, um ein etwaiges Konkurrenzverhalten nachzuweisen und zum anderen, um
Hemmwirkungen der Kulturiiberstinde in Form von Agardiffusionstests zu priifen. Die
Auslesung der Testergebnisse erfolgte durch makroskopische Inspektion der einzelnen BHI-
Agarplatten. Es handelte sich um Vorversuche, bei denen vordergriindig ein Nachweis der
prinzipiellen Durchfiihrbarkeit (proof of principle) erbracht werden sollte. Daher wurden diese
stetig in leicht abgewandelter Version zum Vorgédngerversuch durchgefiihrt und sind, wenn nicht

anders erwéhnt, in der Regel nicht mehr als zweimalig identisch durchgefiihrt worden

3.3.1 Konkurrenztests

Uber Konkurrenztests erfolgte eine erste Einschitzung des Wachstumsverhaltens der
ausgewdhlten Bakterien in Ko-Kultur. Dabei wurde jeweils S. aureus bzw. S. epidermidis mit L.

rhamnosus GG bzw. S. salivarius K12 gemeinsam auf eine Agarplatte inokuliert.
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Im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung wurden Ubernachtkulturen angesetzt und diese am
Folgetag auf einen McFarland Standard von 0,5 durch Verdiinnung der entsprechenden
Bakterienkultur mit 1x PBS auf eine zuvor festgelegte OD eingestellt (s. 3.1.4). 8 ul der so
eingestellten Kulturen wurden auf eine BHI-Agarplatte aufgebracht, sodass sich die Tropfen der
Kulturen unmittelbar nebeneinander befanden und sich fast beriihrten. Das Aufbringen auf die
Agarplatte geschah entweder gleichzeitig oder als Variation nach bereits vorangegangener ca. 16
stiindiger Inkubation und Wachstum der Staphylokokken. Genaue Parameterkonstellationen
werden im Ergebnisteil ausgefiihrt. Nach erster bzw. erneuter Inkubation (37 °C, 5 % CO», 16
Std.) erfolgte dann die makroskopische Auswertung. Beurteilt wurde einerseits das
Vorhandensein von Inhibitionszonen zwischen den Kulturen, d.h. Rénder bzw. Areale auf der
Agarplatte, die frei von Bakterienkolonien waren, bzw. der makroskopische Effekt des
Wachstumsverhaltens andererseits, entsprechend Uberwuchern bzw. Eindringen der einen Kultur

in das Areal einer anderen.

3.3.2 Agardiffusionstests

Bei den Agardiffusionstests wurde das Wachstumsverhalten von S. aureus und S. epidermidis
unter Zugabe sterilfiltrierter Kulturiiberstdnde der probiotischen Keime untersucht. Es wurden

sowohl nicht-aufkonzentrierte als auch aufkonzentrierte Uberstdnde verwendet.

Aus Ubernachtkulturen von S. aureus und S. epidermidis wurden am Folgetag
Bakteriensuspensionen (ca. 10*7 KBE/ ml) angefertigt und 100 pl davon auf einer BHI-
Agarplatte ausplattiert. Dann wurden mittels eines sterilen Metall- Zylinders (8 mm
Innendurchmesser) Kavititen in den Agar gestanzt und diese mit 50 pl der vorbereiteten
Kulturiiberstiande befiillt. Alternativ wurde mit der Pinzette in Kulturiiberstand getranktes steriles
Loschpapier aufgebracht. Nach Inkubation (37 °C, 5 % CO., 24 Std.) erfolgten die
makroskopische Auswertung und das Messen der Inhibitionszone in mm um die Kavitéiten bzw.

das Loschpapier.

3.4 Induktion von S. aureus und S. epidermidis Biofilmen

Der Einfluss von Ndhrmedien sowie eine Beschichtung der Versuchsoberflache bzw. den Boden
von 96-Kavititen-Mikrotiterplatten mit humanen Matrixproteinen wurden in Hinblick auf die
Bildung von Biofilm durch S. aureus und S. epidermidis untersucht. Der quantitative Nachweis
des Biofilms erfolgte iiber Absorptionsmessungen von Safraninfarbstoff bei ODagonm im

Mikrotiterplatten-Lesegerét.

25



Methoden

3.4.1 Biofilmquantifizierung mittels Safraninfirbung

Zur Quantifizierung von S. aureus und S. epidermidis Biofilmen in den Testkavititen wurde die
Safraninfarbung genutzt. Diese ermoglichte durch das Anfdrben extrazelluldrer Matrix so
Biofilmstrukturen makroskopisch sichtbar zu machen und {iber eine Absorptionsmessung im

Mikrotiterplatten-Lesegerit zu objektivieren.

Fiir die Farbung wurde Safranin O genutzt. Zunichst erfolgte das vorsichtige Dekantieren des
Inhaltes der Mikrotiterplatten iiber einen Abfallbehélter fiir infektise Fliissigkeiten. Dann
wurden die Kavititen zweimalig mit 1x PBS durch vorsichtiges auf- und abpipettieren gespiilt.
Nach einer kurzen Trockenperiode von wenigen Minuten wurden 200 upl einer 0,1 %
Safraninlosung in jede Testkavitédt aufgebracht und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Im Anschluss wurde der beschriebene Waschvorgang wiederholt. Nach Trocknung der Kavitaten
erfolgten eine erste makroskopische Auswertung und eine Absorptionsmessung der gefiarbten
Kavitdtenboden im Mikrotiterplatten-Lesegerit. In diesen Messungen wurde die Absorption des
gebundenen  Safraninfarbstoffes bei ODasoonm bestimmt. Die Nachweisgrenze fiir

Biofilmstrukturen wurde fiir eine OD492am von > 0,05 festgelegt.

3.4.2 FEinfluss der Beschichtung der Versuchsoberfliche
Eine Beschichtung der Mikrotiterplatten mit den humanen Matrixproteinen Kollagen Typ I,
Fibrinogen und Fibronektin sollte hinsichtlich der Adhédrenz und Biofilmbildung von S. aureus

und S. epidermidis miteinander verglichen werden.

Die Proteinsuspensionen wurden nach Herstellerangaben zubereitet, zu ca. 500 pl aliquotiert und
bei -20 °C fiir den weiteren Gebrauch gelagert. Die Beschichtung der Kavititen in den
Mikrotiterplatten wurde dann jeweils am Abend vor den geplanten Versuchen durchgefiihrt. Die
jeweiligen Proteinsuspensionen wurden hierflir mit 1x PBS verdiinnt, um eine Konzentration von
5 pg/ Kavitét bei einem Volumen von 200 pl/ Kavitit zu erreichen. Im Anschluss wurden die
Mikrotiterplatten tiber Nacht bei +4 °C im Kiihlschrank gelagert. Am darauffolgenden Tag wurde

die Proteinsuspension durch Dekantieren vorsichtig aus den Testvertiefungen entfernt.

Die Mikrotiterplatten wurden dann in gleicher Weise wie flir die iibrigen Versuche genutzt: Aus
Ubernachtkulturen der Staphylokokken wurde eine Kultur (ca. 1x10°6 KBE/ ml, Bakterien und
entsprechendes Medium) hergestellt und davon je 200 ul pro Kavitit aufgebracht. Nach Ende der
Inkubationsperiode (i.d.R. 24 Std, 37 °C, 5 % CO>) erfolgte der Biofilmnachweis durch Fiarben

der Testvertiefungen mit 0,1 % Safranin.
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3.4.3 Einfluss des Nihrmediums
Die Verwendung von TSB- und CB-Nidhrmedien in Bezug auf die Biofilmbildung von S. aureus

und S. epidermidis wurde miteinander verglichen.

Zunichst wurden Ubernachtkulturen der Staphylokokken angesetzt, sowie 96-Kavititen-
Mikrotiterplatten mit humanen Matrixproteinen beschichtet (s. 3.4.2). Am Folgetag wurden die
Bakterien der Ubernachtkulturen mit 1x PBS gewaschen und mit TSB- und CB-Nihrmedium auf
eine ungefiahre Keimzahl von 1x1076 KBE/ ml eingestellt. Die Kulturen wurden zu 200 pl in die
Kavitdten der Mikrotiterplatte aliquotiert und inkubiert (37 °C, 5 % CO», 24 Std.). Im Anschluss

wurde gewachsener Biofilm anhand der Safraninfiarbung nachgewiesen und quantifiziert.

3.5 Versuche zur probiotischen Wirkung der Kulturiiberstinde

In Versuchsreihen zur probiotischen Wirkung der Kulturiiberstinde wurden diese zum einen
zeitgleich aber in unterschiedlichen Konzentrationen und zum anderen zeitlich versetzt mit der
Bakterieneinsaat in die Kavitdten der Mikrotiterplatten gegeben. Dabei wurde sowohl das
planktonische Wachstum von S. aureus und S. epidermidis als auch die Biofilmbildung dieser
Bakterienarten untersucht. Die 96-Kavitdten-Mikrotiterplatten wurden dafiir zuvor mit humanen
Fibronektin beschichtet. Die Kulturiiberstainde von L. rhamnosus GG und S. salivarius K12

wurden mittels Lyophilisation aufkonzentriert und in ca. 30-facher Konzentration verwendet.

Die Auswertung der Versuche auf Mikrotiterplatten erfolgte iiber die folgenden Schritte: Der
Triibungsgrad wurde zunédchst makroskopisch iiber Vergleiche mit den entsprechenden Positiv-
und Negativkontrollen ausgewertet und in ein Schema eingetragen. Zur Objektivierung der
Ergebnisse wurde dann eine Endpunktmessung am Mikrotiterplatten-Lesegerdt durchgefiihrt.
Nachfolgend wurde in Abhédngigkeit eines objektivierbaren Wachstums eine Safraninfiarbung der
Testkavititen angeschlossen und die Farbintensitit ebenfalls sowohl makroskopisch ausgewertet

sowie liber eine Absorptionsmessung im Mikrotiterplatten-Lesegerét objektiviert.

Bei den Endpunktmessungen wird die Transmission (Durchlédssigkeit) von Licht mit 600 nm
Wellenldnge durch die zu testenden Bakterienkulturen bzw. Medien gemessen. Anhand der
Absorbance (Abschwichung der Strahlung), die mit dem Triibungsgrad der Bakterienkultur
korreliert, konnte so das Wachstum der Bakterien in den jeweiligen Testkavititen eingeschétzt
werden. Die Auslesung der Ergebnisse zur Biofilmbildung mittels Safraninfirbung erfolgte

analog den oben beschriebenen Versuchen (s. 3.4.1).
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3.5.1 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

In Versuchen zur minimalen Hemmkonzentration probiotischer Kulturiiberstinde wurde das
planktonische Wachstum und die Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis bei Zugabe
unterschiedlich hoch aufkonzentrierter Kulturiiberstinde untersucht. Prinzip der MHK-Versuche
ist die Inkubation von Bakterienkulturen gleichbleibender Konzentration mit einem
antimikrobiellen Stoff in absteigender Konzentration auf einer Mikrotiterplatte. Beurteilt bzw.
gemessen wird nach Inkubationsende dann der Triibungsgrad in den jeweiligen Kavitéten,
welcher mit dem Bakterienwachstum korreliert. Diejenige niedrigste Konzentration der
vorgelegten antimikrobiellen Substanz, die gerade das Wachstum verhindern mag und daher zu
keiner Triibung in der Testkavitét fithrt, wird als minimale Hemmkonzentration bezeichnet.
Ebenfalls in den Testkavititen gewachsener Biofilm kann im Anschluss {iber die Farbung mit

Safranin quantifiziert werden. Der Versuch wurde wie folgt durchgefiihrt:

Tag 1: Ansetzen von Ubernachtkulturen von S. aureus in CB-Medium und S. epidermidis in TSB-

Medium. Beschichten der Mikrotiterplatten mit humanen Fibronektin.

Tag 2: Zunédchst wurden 200 upl des jeweiligen Kulturiiberstandes in die 1. senkrechte
Kavitdtenreihe (,Spalte‘) sowie 100 pl fiir die Negativprobe in die letzte Spalte der
Mikrotiterplatte gegeben. Ab der 2. Spalte wurden je 100 ul des entsprechenden Nahrmediums
aufgetragen. Danach wurde der Kulturiiberstand durch vorsichtiges Pipettieren eines 100 pl
Aliquots von Kavitdt zu Kavitit seriell verdiinnt. Im Anschluss erfolgte die Einsaat von jeweils
100 pl Bakterienkultur in jede zuvor befiillte Kavitit. Die Kulturen wurde dafiir auf eine
Konzentration von 1x10%6 KBE/ ml eingestellt. Durch diese Prozedur wurde die endgiiltige
Konzentration sowohl der Bakterien als auch des Kulturiiberstandes auf die Hélfte reduziert. Die
Mikrotiterplatten wurden dann aerob inkubiert (37 °C, 5 % CO2, 24 Std.). Durch die genannten
Verdiinnungen ergaben sich sechs Konzentrationen bei urspriinglicher Zugabe von 30-fach
aufkonzentrierten Uberstiinden. Die Kulturiiberstinde hatten so de facto eine Konzentration von

15-fach, 7,5-fach, 3,75-fach, 1,8-fach, 0,9-fach und 0,46-fach der Ausgangskonzentration.

Die Mikrotiterplatten wurden stets so belegt, dass in jeder Versuchsreihe die dazugehorigen
Positiv- (Staphylokokken im jeweiligen Medium) und Negativkontrollen (Medium abhéngig von
Staphylokokken und Kulturiiberstand in Hochstkonzentration) vorhanden waren. Jeder Reihe

wurde als technisches Replikat zweifach angelegt.

Tag 3: Die Auswertung erfolgte makroskopisch und im Mikrotiterplatten-Lesegerdt als
Endpunkt- und Absorptionsmessung.
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3.5.2 Versuche zur zeitversetzten Einsaat der Kulturiiberstinde

Es wurde untersucht, ob der Zugabezeitpunkt der Kulturiiberstinde einen Einfluss auf Wachstum
und Biofilmbildung der Staphylokokken hat. Die probiotischen Kulturiiberstinde wurden daher
zu den Zeitpunkten 0,4 und 24 Stunden nach FEinsaat der Bakterien in die Testkavititen
hinzugegeben. Die Gesamt-Inkubationsdauer betrug fiir diese Versuche 48 Stunden. Nachfolgend

der Versuchsaufbau:

Tag 1: Ubernachtkulturen wurden von S. aureus in CB- und von S. epidermidis in TSB-Medium

angesetzt und die Mikrotiterplatten mit humanen Fibronektin beschichtet.

Tag 2: Die Bakterienkulturen wurden unter Verwendung des jeweiligen Ndhrmediums hergestellt
(ca. 1x10"6 KBE/ ml) und zu je 100 pl pro Kavitit, auer im Fall der Negativkontrolle,
aliquotiert. Die Negativkontrollen beinhalteten je 100 ul Medium und 100 ul Kulturiiberstand,
sie wurden fiir 48 Stunden inkubiert. Um Referenzwerte fiir die Inkubation nach 24 und nach 48
Stunden zu erhalten, wurden 2 Positivkontrollen verwendet. Hier erfolgte auerdem die Zugabe
von 100 pl des jeweiligen Mediums pro Kavitdt. Die vorletzte Spalte der Mikrotiterplatte
entsprach der 48 Stunden Positivkontrolle. Auf einer zusétzlichen Mikrotiterplatte wurden die 24
Stunden Positivkontrollen angelegt. Es wurden direkt 100 pl Kulturiiberstand in die vorgesehenen
Kavitdten zur Stunde 0 zugegeben. Eine gleichmaBige Durchmischung von Bakterienkultur und
Kulturiiberstand im Verhéltnis 1:1 wurde durch wiederholtes Betdtigen der Druckpipette erreicht.
Die Kulturiiberstdnde lagen somit stets in 15-facher Konzentration vor. Die Inkubation erfolgte
fiir insgesamt 48 Stunden mit kurzen Unterbrechungen zu den Zugabezeitpunkten nach 4 und 24

Stunden (37 °C, 5 % COx).

Tag 3: Auswertung der 24 Stunden Positivkontrolle und Zugabe der Kulturiiberstinde nach 24
Stunden.

Tag 4: Auswertung makroskopisch und im Mikrotiterplatten-Lesegerit.

3.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde als zusitzliche Moglichkeit gewéhlt, um die Wirkung
probiotischer Kulturiiberstinde zu untersuchen. Die Messungen im Mikrotiterplatten-Lesegerét
bildeten die Grundlage fiir eine quantitative Auswertung der Biofilmbildung. Die
Rasterelektronenmikroskopie erlaubte hingegen durch die detaillierte Darstellung der

Biofilmarchitektur eine beispielhafte qualitative Auswertung der Versuchsergebnisse.
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Der Versuchsablauf erfolgte analog den zuvor beschriebenen Versuchen mit entsprechend
angepassten groferen Volumina (s. 3.5). Deckgldschen dienten hier als Probentrdger zur
Dokumentation des gewachsenen Biofilms. Die Staphylokokken wurden in unbeschichteten
Mikrotiterplatten mit 24 Kavitdten mit je einem runden, sterilen, mit humanen Fibronektin
beschichteten Kunststoff-Deckglédschen pro einer der 24 Kavitéten inokuliert und fiir 24 bzw. 48
Stunden unter aeroben Bedingungen inkubiert. Diese wurden nach Beenden der jeweiligen
Inkubationsdauer (s. 3.5.1 und 3.5.2) den Kavitdten vorsichtig mittels einer Pinzette entnommen
und einmalig mit 1x PBS gespiilt. Danach wurden die Deckglidschen zur Fixierung in mit 2,5 %
Glutardialdehyd gefiillte Kavitdten einer neuen 24-Kavitdten-Mikrotiterplatte iiberfiihrt und diese
im Kiihlschrank bei +4 °C gelagert. Die dortige Fixierung erfolgte fiir mindestens 24 Stunden.
Die 2,5 % Glutardialdehyd Losung wurde zuvor durch Verdiinnen einer 25 % Stammldsung mit

0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,3 hergestellt.

Im Elektronenmikroskopischen Zentrum (EMZ) der Universitit Rostock fand dann die weitere
Probenvorbereitung fiir die Nutzung im REM (Merlin VP compact, Carl Zeiss) statt. Die Proben
wurden im Anschluss an die Fixierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, mittels
Kritischer-Punkt-Trocknung maschinell getrocknet und mit Gold beschichtet. Anhand dieser
weiteren Verarbeitungsschritte wurden die Proben fiir die Visualisierung im REM vakuumstabil

und elektrisch leitfahig gemacht.

Hinsichtlich der Dokumentation wurde fiir jede Probe ein standardisiertes Vorgehen gewihlt.
Zundchst wurde in 100-facher VergroBerung das gesamte Deckgldschen betrachtet bzw.
abgefahren. Danach wurden Aufnahmen eines Areals in 3 VergroBerungsstufen vorgenommen.
Es wurde stets versucht moglichst genau dasselbe Untersuchungsfeld in 500-facher, 2.000-facher
und 5.000-facher VergroBerung festzuhalten. Die 500-fache VergroBerung fungierte primér als
Ubersichtsaufnahme zur niheren Beurteilung des etwaig gewachsenen Biofilms und dessen
Verteilung. Die 5000-fache VergroBerung diente hingegen vordergriindig zur genaueren
Darstellung der Morphologie von Biofilm bzw. einzelnen Bakterien. Die 2.000-fache
Vergrolerung belegte als ,Zwischenaufnahme® die Reprisentativitit der 5.000-fachen

VergroBBerung.

3.6.1 Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie
Prinzip der REM ist das Nutzen eines Elektronenstrahls, der {iber die Oberfldche einer Probe
wandert und dort in Wechselwirkung mit den Oberflachenelektronen tritt. Anhand der

Informationen tiber diese Interaktionen kann ein Bild mit hoher Schéarfentiefe und in starker
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Vergroflerung erstellt werden. Voraussetzung hierfiir ist einerseits die Anlage eines Vakuums,
dementsprechend eine vorhandene Vakuumstabilitit der Proben d.h. frei sein von Wasser und
Losungsmitteln und andererseits die Beschichtung der Probenoberfliche mit einem Schwermetall

wie z.B. Gold.

3.6.2 Probenpriparation
Die folgende Préaparation der Deckgldschen fand im EMZ der Universitit Rostock statt.

Entwisserung:

Die Proben wurden initial in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Dafiir wurden diese
behutsam mit den einzelnen Probenbehiltern in den Fliissigkeiten umgesetzt: Zunéchst wurden
die Proben zweimal in 0,1 M Na-Phosphatpufter, pH 7,3 iibergefiihrt und fiir 10 Sekunden
inkubiert. Im Anschluss Uberfiihrung in 30 % Ethanol mit 10-sekiindiger Inkubation. Dann
Uberfiihrung in 50 % Ethanol mit 5 miniitiger Inkubation. Danach Inkubation fiir 10 Minuten in
70 % Ethanol und 5 Minuten in 90 % Ethanol. Zuletzt zweimalig fiir je 10 Minuten in 100 %
Ethanol.

Trocknung:

Im Anschluss an die Entwiésserung der Proben fand die Kritische-Punkt-Trocknung in einer
Trocknungsanlage statt (EMITECH K850, Quorum Technologies Ltd.). Bei der Trocknung
wurde zunichst das Ethanol der Probe schrittweise durch fliissiges CO> ersetzt und darauthin die
Temperatur in der Probenkammer auf maximal 32 °C erhdht. Dies wiederum fiihrte zu einer
Erhohung des Drucks innerhalb der Probenkammer auf 72 bar. Der kritische Punkt war erreicht,
wenn das CO> vom fliissigen in den gasformigen Aggregatzustand iiberging. Die Probe wurde so

schonend getrocknet.
Beschichtung:

Die Beschichtung der getrockneten Préiparate erfolgte mittels einer Spezialbedampfungsanlage
(BAL-TEC Sputter Coater), sodass die Oberfliche der Proben mit einem 10 nm diinnen Goldfilm
tiberzogen wurde. Dies war einerseits notig, um die Materialien elektrisch leitfdhig zu machen
und eine elektrische Aufladung zu vermeiden. Andererseits ermoglichte die aufgebrachte

Metallschicht das Erlangen einer hoheren Signalausbeute mit entsprechend erhdhter Bildqualitét.
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3.7 Statistik

Die statistische Analyse, das Erstellen von Diagrammen und die Berechnung der Mittelwerte
sowie Standardabweichungen wurden mit den Programmen Microsoft Excel und IBM SPSS
Statistics durchgefiihrt. Soweit nicht anders erwihnt, wurden die Versuche in mindestens 3
biologischen Replikaten und jeweils einem technischen Replikat untersucht. Fiir die deskriptive
Statistik wurden die Ergebnisse iiber Mittelwert und Standardabweichung beschrieben. Die
Teststatistik wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet, welcher in der Regel als
zweiseitiger Test durchgefiihrt wurde. Die resultierenden p-Werte wurden wie folgt festgelegt: p
<= 0,05 (*) als signifikant, p <= 0,01 (**) als hoch signifikant und p <= 0,001 (***) als hochst
signifikant
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4 Ergebnisse

4.1 Korrelation der optischen Dichte zur Lebendkeimzahl von S. aureus und

S. epidermidis

Eine Voraussetzung fiir die Durchfiihrung der Experimente dieser Arbeit war es, die verwendeten
Staphylokokkenkulturen stets in einer reproduzierbaren und definierten Konzentration anfertigen
zu konnen. Um dies zu ermoglichen, mussten Versuche durchgefiihrt werden, die es erlaubten
anhand der ermittelten Daten eine Korrelation zwischen optischer Dichte (ODsoonm) und
Lebendkeimzahlen (LKZ) von S. aureus und S. epidermidis herzustellen. Aus den
Versuchsergebnissen konnte dann eine Regressionsgerade erstellt und eine lineare
Geradengleichung errechnet werden, die den Zusammenhang zwischen den beiden Parametern
optischer Dichte und Lebendkeimzahl der wuntersuchten Bakterien darstellt. Diese
Geradengleichungen wurden dann fiir Folgeversuche genutzt, um die Konzentrationen der

Staphylokokkenkulturen einzustellen.

Kulturen von S. aureus und S. epidermidis wurden in BHI-Fliissigmedium fiir 8 Stunden bebriitet
(s. 3.1.3). Stiindlich erfolgten die Messung der ODgoonm der Proben (Abb. 3), sowie die
Bestimmung der Lebendkeimzahlen (Abb. 4).
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Abbildung 3: Entwicklung der optischen Dichte (ODsoonm) von S. aureus und S. epidermidis Kulturen iiber einen Zeitraum
von 8 Stunden. Dargestellt: Mittelwerte, n=2
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S. aureus und S. epidermidis zeigten ein dhnliches Wachstumsverhalten. Sie befanden sich nach
ca. 2 Stunden Bebriitung bei 37°C in der exponentiellen Wachstumsphase. Die finale optische

Dichte (ODsoonm) nach 8 Stunden Inkubation betrug fiir S. aureus 4,84 und fiir S. epidermidis
5,98.

In Abbildung 4 sind die Verdnderungen der Lebendkeimzahl (LKZ) von S. aureus und S.

epidermidis liber einen Zeitraum von 8 Stunden dargestellt.
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Abbildung 4: Entwicklung der Lebendkeimzahlen (LKZ) von S. aureus und S. epidermidis Kulturen iiber einen Zeitraum
von 8 Stunden. Dargestellt: Mittelwerte, n= 2.

Die Entwicklung der Lebendkeimzahlen der beiden Staphylokokken stieg ab 2 Stunden
Inkubation anndhernd linear in einer halblogarithmischen Darstellung an. Die Abweichungen
vom linearen Kurvenverlauf erkléren sich aus der geringen Anzahl von Versuchswiederholungen.

Die finale Lebendkeimzahl betrug fiir S. aureus 2,44E+09 und fiir S. epidermidis 2,89E+09.

Die aus den Versuchsergebnissen ermittelten Regressionsgeraden fiir S. aureus und S.

epidermidis sind nachfolgend dargestellt (Abb. 5 A-B).
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Abbildung 5 A-B: Korrelation zwischen optischer Dichte und Lebendkeimzahl anhand einer Regressionsgerade.
Ebenfalls abgebildet die lineare Geradengleichung flir diesen Zusammenhang. S. aureus (Abb. 5 A), S. epidermidis (Abb. 5B).

Anhand der Regressionsgeraden wurden die folgenden Geradengleichungen aufgestellt. Der

Lebendkeimzahl entsprach ,y* und der optischen Dichte x°.
Fiir Staphylococcus aureus: y = 5,173 X 10"8x
Fiir Staphylococcus epidermidis: y = 3,547 X 10"8x

Fir die Einstellung einer reproduzierbaren und definierten Bakterienkonzentration fiir
Folgeversuche wurden in einem ersten Schritt die obenstehenden Geradengleichungen
verwendet. Durch FEinsetzen einer gewiinschten Lebendkeimzahl in die Gleichung konnte

diejenige Ziel-ODgoonm ausgerechnet werden, auf die die Bakterien fiir den jeweils folgenden
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Versuch eingestellt werden sollten. Nach Ermitteln der Ziel-ODsoonm konnte dann in einem
zweiten Schritt {iber eine weitere Rechnung anhand der untenstehenden Formel weiter verfahren

werden.

ODgemessen X Volumen A = ODZiel X Volumen Ziel

In dieser Formel entsprach ,0ODgemessen* der im Photometer bestimmten ODgoonm der jeweiligen
Probe einer mittels 1x PBS gewaschenen und verdiinnten Ubernachtkultur. ,Volumen A
entsprach dem zu bestimmenden Ausgangsvolumen, welches aus der verdiinnten
Ubernachtkultur entnommen werden musste. ,ODZiel* entsprach der Ziel-ODgoonm, die mit der
gewiinschten Lebendkeimzahl der Bakterien korrelierte. ,Volumen Ziel* entsprach demjenigen
Volumen der neu anzufertigenden Bakterienkultur, welches fiir die Durchfiihrung des
darauffolgenden eigentlichen Versuchs benétigt wurde. Es konnte also durch Messen der
optischen Dichte im Photometer, sowie vorherigen Festlegung des ndtigen Ziel-Volumens und
Errechnen der Ziel-OD das jeweils aus der verdiinnten Ubernachtkultur zu entnehmende
Volumen berechnet werden. Auf diese Weise wurden die Kulturen fiir S. aureus und S.

epidermidis fiir Folgeversuche reproduzierbar eingestellt.

4.2 Versuche auf festem Medium

Fiir eine erste Einschitzung der antimikrobiellen Wirksamkeit von L. rhamnosus GG und S.
salivarius K12 sowie deren Kulturiiberstinden gegeniiber den in dieser Arbeit verwendeten
Staphylokokken wurden Versuche auf BHI-Agarplatten durchgefiihrt. Ziel war es einen
antimikrobiellen Effekt durch die eben genannten probiotischen Bakterien, einerseits mittels Ko-
Kultivierung und andererseits mittels Verwendung von Kulturiiberstdnden, zu zeigen. Es handelte
sich dabei um Versuche zum Nachweis der prinzipiellen Durchfiihrbarkeit. Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte makroskopisch, beurteilt wurden Wachstumsmuster sowie das
Vorhandensein von Hemmhofen auf den Agarplatten. Insgesamt erwiesen sich beide
Versuchsreihen als nicht zielfithrend, sodass im Anschluss nach weiteren Mdglichkeiten der
Darstellung eines durch die probiotischen Bakterien vermittelten antimikrobiellen Effekts

gesucht wurde.

4.2.1 Konkurrenztests

Ziel der Versuchsreihe zu Konkurrenztests ko-kultivierter Bakterien auf festem Medium war der
direkte, makroskopisch sichtbare Nachweises der antimikrobiellen Potenz probiotischer Keime.
Dabei sollten moglicherweise verdnderte Wachstumsmuster bei Ko-Kultivierung von

Staphylokokken mit den hier verwendeten probiotischen Keimen aufgezeigt werden. Hintergrund
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war die Annahme, dass probiotische Bakterien antimikrobiell wirkende Substanzen sezernieren,
die Einfluss auf das Wachstum anderer Bakterien haben kénnten. Im Falle der Ko-Kultivierung
konnten diese Substanzen vermehrt sezerniert werden und so direkt sichtbar das Wachstum der
Nachbarkultur beeinflussen. Dies wiirde sich erwartungsgemi3 in einem verdnderten
Wachstumsmuster, vornehmlich der Verdringung der Staphylokokkenkultur durch die Kultur
des probiotischen Keims oder der Ausbildung eines Hemmhofes um das angrenzende Areal der
Kultur zeigen. Da auch in der natiirlichen Umgebung eine Zeitfolge bei der Besiedlung von
Oberflichen besteht, wurde dies im Versuchsaufbau nachvollzogen. Ferner wurden die
Wachstumsbedingungen variiert. Fiir die Félle des probiotischen Stamms als Erst- oder
Zweitkolonisator wurde dessen Produktion von antimikrobiell wirkenden Substanzen unter

diversen Inokulationsbedingungen tiberpriift.

Die Inokulation entsprechend praparierter Kulturen erfolgte zu jeweils 8ul auf BHI-Agarplatten
(s. 3.3.1). Es folgen exemplarische Bilder von S. aureus bzw. S. epidermidis in Ko-Kultur mit L.

rhamnosus GG bzw. S. salivarius K12 (Abb. 6, 7).

Abbildung 6 zeigt die Bakterien in iibereinander inokulierten Ko-Kulturen.

Abbildung 6: S. aureus (S.a.) bzw. S. epidermidis (S.e.) in Ko-Kultur mit L. rhamnosus GG (L) und S. salivarius K12 (S).
Staphylokokkenwachstum: dunkle Pfeile, Wachstum probiotischer Bakterien: heller Pfeil. Inokulation probiotischer Bakterien
iiber bzw. in die Staphylokokkenkultur (+), 16 Std. 37 °C.

Bei gemeinsamer Inokulation von S. epidermidis mit S. salivarius K12 tiberwuchs der heller
gefarbte Stamm (S. salivarius K12) den dunkler gefirbten (S. epidermidis). Dieser bzw. ein

vergleichbarer Effekt konnte bei den iibrigen Ko-Kulturen nicht erkannt werden.
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Abbildung 7 zeigt die hier verwendeten Bakterien in benachbarten Ko-Kulturen.

Abbildung 7: S. epidermidis (S.e.) bzw. S. aureus (S.a.) in Ko-Kultur mit S. salivarius K12 (S) bzw. L. rhamnosus GG (L).
Staphylokokkenwachstum: dunkle Pfeile, Wachstum probiotischer Bakterien: heller Pfeil. Gleichzeitiges Aufbringen der Kulturen
unmittelbar nebeneinander (16 Std, 37 °C).

Bei unmittelbar benachbarter Inokulation von S. epidermidis und S. salivarius K12 war zu
beobachten, dass sowohl S. salivarius K12 in die S. epidermidis Kultur als auch umgekehrt S.
epidermidis in die S. salivarius Kultur einwuchs. Deutlich tiberwuchernd wuchs S. aureus in die
S. salivarius K12 Kultur bis zu deren fast vollstindiger Verdrangung. In Ko-Kultur wurde L.
rhamnosus GG stets verdrangt oder iiberwuchert durch die Kulturen von S. aureus und S.

epidermidis.

4.2.2 Agardiffusionstests

Als weitere Methode zum Nachweis der antimikrobiellen Wirkung probiotischer Bakterien auf
Staphylokokken wurden Agardiffusionstests durchgefiihrt. Ziel war es bei diesen Versuchen statt
tiber Ko-Kultivierung einen durch in den Kulturiiberstinden enthaltene (Makro-)Molekiilen
vermittelten Einfluss auf das Wachstum der Staphylokokken zu demonstrieren. Von L.
rhamnosus GG und S. salivarius K12 in 24-stiindiger Inkubation sezernierten, moglicherweise
antimikrobiell wirkenden Substanzen wurden mit dem Kulturiiberstand isoliert und gemeinsam
mit einer S. aureus oder S. epidermidis Kultur auf der Agarplatte inokuliert. Die Verwendung von

Kulturiiberstinden in dieser Versuchsreihe bot weiterhin den Vorteil, dass man diese
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weitestgehend beliebig aufkonzentrieren und dadurch moglicherweise in ihrer Potenz steigern,
sowie unkompliziert lagern konnte. Des Weiteren konnten im Vergleich zu den erfolgten
Konkurrenztests mogliche Faktoren wie Konkurrenz um Nihrstoffe zwischen zwei
Bakterienkulturen ausgeschlossen werden. Beurteilt wurde die Hemmhotbildung, entweder um
zuvor in den Agar gestanzte Kavititen oder um aufgebrachte Loschpapierplittchen. Zur
Demonstration eines eindeutigen Effekts sollten die Hemmhdfe um die unterschiedlich

konzentrierten Kulturiiberstdnde eine Breite von mindestens 2 mm aufweisen.

Zunichst wurden die Versuche mit nicht aufkonzentrierten Uberstinden von L. rhamnosus GG
Kulturen durchgefiihrt (nicht gezeigt). Aufgrund eines ausbleibenden inhibitorischen Effekts
wurden die Uberstéinde dann in héher aufkonzentrierter Form aufgetragen. Diese Versuchsreihe
erfolgte in mehreren Ausfiihrungen (s. 3.3.2). Parameter wie die Methode der Aufkonzentrierung
der Uberstande, deren Konzentrationsstufe, die Methode zur Aufbringung dieser auf die
Agarplatte — in Kavititen oder auf runden Loschpapier-Plittchen — und die Inkubationsdauer

wurden gezielt verdndert, um so auf jeden Fall einen Effekt auf das Wachstum zeigen zu konnen.

Nachfolgend ist exemplarisch die Exposition einer S. aureus bzw. einer S. epidermidis Kultur

gegentiber S. salivarius K12 Kulturiiberstand (Abb. 8) gezeigt.

Abbildung 8: Agardiffusionstest. S. aureus (A) und S. epidermidis (E) 'Rasen’, eingestanzte Kavititen mit S. salivarius K12 (S)
Uberstand in Hochstkonzentration, zeitgleich inkubiert (24 Std., 37 °C, 5% COz).

Bei den durchgefiihrten Agardiffusionstests zeigte sich insgesamt keine eindeutige, mehrere
Millimeter-messende Inhibitionszone rund um die gestanzten Kavitdten. Makroskopisch konnte
daher ein inhibitorischer Effekt sowohl der unaufkonzentrierten als auch der aufkonzentrierten
probiotischen Uberstinde auf das Wachstum von S. aureus und S. epidermidis nicht

nachgewiesen werden.
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4.3 Eigenschaften probiotischer Kulturiiberstinde

Uber die folgenden Versuchsreihen wurden einige Eigenschaften der probiotischen

Kulturiiberstinde néher untersucht und herausgearbeitet.

Vorrangig wurde die am besten geeignete Methode fiir die Aufkonzentrierung der
Kulturiiberstinde in Bezug auf deren Handhabung und antimikrobiellen Potenz erarbeitet.
Aufgrund unterschiedlicher Herstellungsprozesse resultierten auch unterschiedlich wirksame
Kulturiiberstainde. Dies ermdglichte Riickschliisse zu Eigenschaften wie Groe und

Widerstandsféhigkeit der antimikrobiellen Substanzen.

Des Weiteren wurden physikalische Eigenschaften der Kulturiiberstinde ndher untersucht und
hinsichtlich der Oberflichenspannung bewertet. Dies geschah einerseits durch eine
Kapillarititsbestimmung der zu untersuchenden Fliissigkeiten und andererseits iiber Bestimmung
der Dichte dieser Fliissigkeiten. Diese Ergebnisse erlaubten einen Riickschluss auf eine

detergierende Wirkung der Kulturiiberstande.

4.3.1 Einfluss der Herstellungsart auf die Wirksamkeit

Aus den Ergebnissen von Vorversuchen wurde ein FEinfluss der Herstellungsart auf die
Wirksamkeit der Kulturtiberstinde vermutet. Die unterschiedlichen Methoden der
Aufkonzentrierung sollten daher hinsichtlich der Wirksamkeit ihres Endprodukts miteinander
verglichen werden (s. 3.2.1). Ziel war es die fiir die Aufkonzentrierung am besten geeignete
Methode beziiglich antimikrobieller Potenz sowie Handhabung zu ermitteln. Die Ultrafiltration
bot den Vorteil einer vergleichsweise ziigigen Herstellung innerhalb weniger Stunden sowie die
Moglichkeit die gewonnenen Proben durch Waschvorgénge zu entsalzen. Die Lyophilisation
erlaubte jedoch, dass auch kleinste Molekiile in den Kulturiiberstanden wéhrend der Herstellung

nicht verloren gingen.

Es wurden Versuchsreihen auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt, die in threm prinzipiellen Aufbau
der Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen von Antibiotika entlehnt waren (s. 3.5.1).
Aufgrund der hier erzielten Ergebnisse wurden die Kulturiiberstinde dann fiir die weiteren

Versuche dieser Arbeit mittels Lyophilisation aufkonzentriert.

Hinsichtlich des planktonischen Wachstumsverhaltens konnte {iber Endpunktmessungen (EP) im
Mikrotiterplatten-Lesegerit eine erste Einschitzung der Wirksamkeit der mittels Ultrafiltration
oder mittels Lyophilisation hergestellten Uberstinde vorgenommen werden. Nachfolgend wird
der Effekt unterschiedlich aufkonzentrierter Kulturiiberstinde auf die optische Dichte von

Bakterienkulturen aus Versuchen mit unbeschichteten Mikrotiterplatten gezeigt (Abb. 9).
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Abbildung 9: Effekt aufkonzentrierter probiotischer Kulturiiberstinde auf das Staphylokokkenwachstum. Ohne Zusatz
(Staphylokokken in Medium), UF (Ultrafiltration), Lyo gesamt (Lyophilisation), lyo UF (lyophilisiertes Ultrafiltrat), alleinige
Lyo (alleinige Lyophilisation). Beispielhafte Darstellung fiir den Zusatz in 25 %iger Konzentration. Endpunktmessungen
(ODg6oonm) nach 24 Std., n= 3. Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zwischen
UF und Lyo gesamt.

Die ODeoonm der Proben, die einem durch Lyophilisation aufkonzentrierten Uberstand exponiert
wurden, war deutlich niedriger als die im Fall der Exposition gegeniiber durch Ultrafiltration auf-
konzentrierter Kulturiiberstinde. Lyophilisiertes Ultrafiltrat und alleinige Lyophilisation wurden
in der obenstehenden Abbildung unter ,Lyophilisation‘ zusammengefasst. Die beiden Methoden
wurden zur Darstellung zusammengefasst, um eine deutlichere Abgrenzung zur Ultrafiltration zu
schaffen. Des Weiteren wurden zu Ubersichtszwecken Parameter wie die verwendeten Staphylo-
kokken und die verwendeten Kulturiiberstinde zusammengefasst. Der Effekt bei beiden
Methoden zur Lyophilisierung einzeln betrachtet erwies sich als dhnlich. Die alleinige Lyo-
philisation nahm eine Zwischenstellung zwischen Ultrafiltration und lyophilisiertem Ultrafiltrat
ein. Das lyophilisierte Ultrafiltrat wies dabei gemessen an den niedrigsten Werten der ODgoonm in
der EP die starkste Wirkung auf das Bakterienwachstum auf. Allerdings ist die Herstellung mittels
Ultrafiltration und Lyophilisation besonders aufwindig und kostspielig. Daher wurde die
alleinige Lyophilisation als im Vergleich zur Ultrafiltration wirksamere und in Bezug auf die

Herstellung im Vergleich zum lyophilisierten Ultrafiltrat praktikablere Methode festgelegt.

Die Versuche zum Einfluss unterschiedlich aufkonzentrierter Kulturiiberstinde auf das
Biofilmwachstum waren aufgrund einer ungeniigenden Biofilmbildung der verwendeten

Bakterien nicht hinreichend aussagekriftig.
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Zusammenfassend ist aus diesen Versuchen zu schlielen, dass die wahrscheinlich fiir die
antimikrobielle Wirksamkeit verantwortlichen Molekiile von einer geringen GroB3e sind. Bei der
Ultrafiltration werden Stoffe mit einem NMWL unter 3 kDa herausgefiltert und stellen somit
keinen Bestandteil der aufkonzentrierten Kulturiiberstinde dar. Aus diesem Grund wurde zum
Vergleich die Herstellung von lyophilisierten Ultrafiltrat sowie alleinig lyophilisierter Proben
vorgenommen. Die in beiden Fillen resultierende geringere optische Dichte spricht fiir ein
vermindertes Wachstum der exponierten Bakterien und damit fiir die Anwesenheit von im
Gegensatz zur Ultrafiltration noch vorhandenen antimikrobiellen Substanzen. Ebenfalls kann
man von einer hohen Stabilitdt dieser Substanzen ausgehen. Im Zuge des Herstellungsprozesses
wurden die Kulturiiberstinde mehrmals bis zu -80° C tiefgefroren und aufgetaut, ohne dass die

antibiotische Wirkung verloren ging.

4.3.2 Kapillarititsbestimmung

Die Kapillaritdtsbestimmung, bzw. die Ermittlung der Steighohen ausgewéhlter Fliissigkeiten in
einer Kapillare ist fiir die Berechnung der Oberflichenspannung von Fliissigkeiten wichtig. Es
war von Interesse, ob die verwendeten probiotischen Kulturiiberstinde die Oberfldchen- bzw.
Grenzflachenspannung der Suspensionen in den Test-Kavititen herab- oder hinaufsetzten.
Anhand der Zusammenschau dieser Ergebnisse sowie der Bestimmung der Dichte der
Fliissigkeiten konnten Riickschliisse dariiber getroffen werden, ob diese detergierende
Eigenschaften aufwiesen und die probiotischen Kulturiiberstinde so die Oberflaichenadhérenz der

Staphylokokken und folglich deren Biofilmbildung beeinflussen konnten.

Die Kapillarwirkung beruht auf dem Phidnomen, dass Fliissigkeiten aufgrund ihrer
Oberflichenspannung bei Eintauchen einer Kapillare in dieser emporsteigen. In den hier
gezeigten Versuchen wurden die Messungen der aufgestiegenen Testfliissigkeiten in den

Kapillaren nach 30 Minuten Steigzeit vorgenommen (s. 3.2.2 und Abb. 10).
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Abbildung 10: Steighdhen ausgewiihlter Testfliissigkeiten in einer Kapillare. LGG: L. rhamnosus GG CFCS, SK12: S.
salivarius K12 CFCS. n=4., Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen.

Signifikante Unterschiede waren gleichermaflen zwischen LGG bzw. SK12 und Sucrose, NaCl,
Spiilmittel, BHI, PBS sowie Aqua dest. vorhanden (nicht dargestellt). Die probiotischen Kultur-
tiberstinde wiesen signifikant hohere SteighShen als drei der vier Positivkontrollen, Sucrose
2,5M, NaCl 5M und Spiilmittel auf. Im Gegenzug waren die Steighohen der Kulturiiberstinde
signifikant geringer als die der Negativkontrollen, sprich BHI, PBS und Aqua dest.

4.3.3 Bestimmung der Dichte sowie Oberflichenspannung

Analog der Kapillarititsbestimmung erfolgte die Bestimmung der Dichte als weiterer Parameter,
um die Oberflichenspannung der jeweiligen Testfliissigkeiten besser einschétzen bzw. direkt
ausrechnen zu konnen. Da die Dichte der Testfliissigkeiten Einfluss auf das eben beschriebene
Phidnomen der Kapillarwirkung hat, ist sie von Bedeutung fiir die ebenfalls im folgenden

Abschnitt erlduterte Berechnung der Oberflichenspannung.

Es folgen zunéchst die Ergebnisse der Dichtebestimmungen der verwendeten Testfliissigkeiten

(s.3.2.3 und Abb. 11).
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Abbildung 11: Dichte in g/cm® ausgewiihlter Testfliissigkeiten. Die Bestimmung der Dichte erfolgte iiber Abwiegen von mit je
1.000 pl gefiillten Eppendorf-Gefafien auf der Feinwaage.

Die probiotischen Kulturiiberstinde wurden in ihrer Dichte lediglich von der Sucrose-Losung

tibertroffen. Insgesamt wiesen beide Kulturiiberstdnde eine vergleichsweise hohe Dichte auf.

Die im vorherigen Kapitel ermittelten Steighohen der einzelnen Testfliissigkeiten sowie deren
Dichtewerte korrelieren mit der Oberflachenspannung. Die Steighohe der Testfliissigkeiten kann
vornehmlich entweder aufgrund einer erhohten Dichte erniedrigt sein oder aufgrund einer
geringen Oberfldchenspannung. Ein Vergleich wére moglich zwischen Sucrose und SK12, da
beide Fliissigkeiten dhnlich hohe Dichte aufwiesen aber unterschiedliche Steighthen. Im Versuch
erreichte SK12 eine hohere Steighohe in den Kapillaren als Sucrose. Diese Beobachtung legt

nahe, dass die Oberflachenspannung von SK12 wesentlich hoher sein miisste als die der Sucrose.

Anhand folgender Formel, und unter Kenntnis von Steigh6he und Dichte der Testfliissigkeiten
sowie des Innenradius der verwendeten Kapillarrhrchen, ldsst sich nun die

Oberflachenspannung der verwendeten Testfliissigkeiten berechnen, um dies zu iiberpriifen:

1
o= 7 XgXhXrXp

o = Oberflichenspannung in kg/s?

g = Schwerebeschleunigung 9,81 m/s?
h = Steighohe in mm

r = Innenradius Kapillare 1,25 mm

p = Dichte der Testfliissigkeiten in g/cm?
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Nachfolgend die Ergebnisse fiir die Berechnung der Oberflichenspannung (Abb. 12):

Testfliissigkeiten Steighohen in mm  Dichte in g/cm®  Oberfléichenspannung in kg/s’

LGG 7,5 1,2202 56,1101
SK12 8,25 1,2656 64,0176
Sucrose 2,5M 4.5 1,3451 37,1121
NaCl 5M 5,75 1,0934 38,5474
A. dest & Spiilmittel 8 0,9679 47,4754
Spiilmittel 5 1,1419 35,0063
BHI 10,5 1 64,3781
PBS 10,5 0,9867 63,5218
A. dest 12,75 0,9925 77,5871

Abbildung 12: Steighihe, Dichte und Oberflichenspannung ausgewihlter Testfliissigkeiten.

Durch detergierend wirkende Stoffe wie z.B. Spiilmittel kann die Oberflichenspannung von
Fliissigkeiten bzw. die Grenzflichenspannung zwischen Flissigkeit und fester Oberflache
reduziert werden. Dies fiihrt dazu, dass sich Stoffe besser mischen und weniger an der
GefaBBwandung adhérieren. Im Zuge der Versuche auf Mikrotiterplatten war von Interesse, ob die
dort beobachteten Phidnomene auf eine mdgliche Oberflichenadhéirenz der Zielbakterien
zurlickzufiihren sind. Und inwiefern diese Adhdrenz moglicherweise auch durch detergierende
Bestandteile der verwendeten probiotischen Kulturiiberstinde beeinflusst werden konnte.
Anhand des beispielhaften Vergleichs von SK12 mit Sucrose ldsst sich schlieen, dass der
probiotische Kulturiiberstand keine oder nur eine geringe detergierende Wirkung aufweist.
Dementsprechend diirften die Oberfldchenadhérenz der Zielbakterien und damit deren Fahigkeit

zur Biofilmbildung nicht durch eine Detergenzwirkung beeinflusst worden sein.

4.4 Induktion von S. aureus und S. epidermidis Biofilmen

In den bisherigen Versuchen wurde eine wenn nur geringfligige Biofilmbildung bei Kultivierung
von S. aureus und S. epidermidis in BHI-Ndhrmedium und unbeschichteten 96-Kavitdten-
Mikrotiterplatten beobachtet. Fiir Folgeversuche war jedoch ausgiebiger Biofilm Voraussetzung
fiir den Erhalt aussagekréftiger Ergebnisse. Daher mussten fordernde Kultivierungsbedingungen

zur Ausbildung von Biofilm etabliert werden.

In parallelen Versuchen wurde der FEinfluss zweier Ndhrmedien und unterschiedlicher
Matrixproteine auf die Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis untersucht und
verglichen. Ziel war es die optimalen Kultivierungsbedingungen fiir die ergiebigste
Biofilmbildung durch die Staphylokokken zu ermitteln und in weiteren Versuchen zu nutzen. Fiir
die  Quantifizierung von Biofilm mittels Safraninfirbung und anschlieBender

Absorptionsmessung im Mikrotiterplatten-Lesegerdt wurde als unterer Grenzwert eine OD492nm
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von 0,05 festgelegt. Aufgrund der nachfolgend geschilderten Ergebnisse wurde in den weiteren
Experimenten mit humanen Fibronektin beschichteten 96-Kavititen-Mikrotiterplatten
weitergearbeitet. S. aureus wurde stets in CB-Ndhrmedium und S. epidermidis in TSB-

Nahrmedium kultiviert.

4.4.1 Einfluss des Nihrmediums

Eine Moglichkeit das Wachstum von Biofilm zu fordern, stellt die Wahl eines geeigneten
Néhrmediums dar. Fiir diesen Zweck wurden TSB- und CB-Nihrmedium in fritheren Studien
erfolgreich verwendet und daher hier hinsichtlich ihres Effekts auf die Biofilmbildung von S.
aureus und S. epidermidis verglichen (s. 3.4.3 und Abb. 13).
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Abbildung 13: Quantifizierung der Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis unter Verwendung von CB- und TSB-
Nihrmedium. Absorptionsmessung (ODag2nm) nach Safraninfirbung. Biofilm: typischerweise ab ODagzum >0,05. n= 3.
Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede (*).

Die stirkste Safraninfarbintensitit, und dementsprechend die kréftigste Biofilmbildung konnte
bei der Verwendung von CB-Nidhrmedium bei S. aureus und TSB-Ndhrmedium bei S.
epidermidis nachgewiesen werden. Diese Unterschiede waren trotz sehr &dhnlicher
Zusammensetzungen der Ndhrmedien hochst signifikant fiir jeden Stamm im Vergleich mit dem

jeweils anderen Nahrmedium.

4.4.2 Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberfliche

Die Beschichtung der Versuchsoberfliche mit humanen Matrixproteinen stellt einen weiteren
Ansatz dar die Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis zu unterstiitzen. In der Literatur
fanden sich als héufig verwendete Matrixproteine vor allem Fibrinogen, Fibronektin und

Kollagen I, die daher fiir die folgenden Versuche ausgewdhlt wurden. Die Staphylokokken
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wurden im Rahmen dieser Versuchsreihe auf beschichteten 96-Kavititen-Mikrotiterplatten
kultiviert und gewachsener Biofilm nach 24-stiindiger Inkubation im Mikrotiterplatten-Lesegerit
quantifiziert (s. 3.4.2, Abb. 14).
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Abbildung 14: Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberfliche mit humanen Fibronektin, Fibrinogen und Kollagen auf
die Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis. Absorptionsmessung (OD4o2nm) nach Safraninfirbung. Biofilm:
typischerweise ab ODas92nm >0,05. n= 3. Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichngen, statistisch signifikante Unterschiede zu
Fibronektin.

Unter Verwendung von mit humanen Fibronektin beschichteten 96-Kavitdten-Mikrotiterplatten
konnte die stdrkste Intensitdt der Safraninfarbung nachgewiesen werden. Beide Staphylokokken
bildeten also unter vorheriger Oberflichenbeschichtung mit Fibronektin den ergiebigsten
Biofilm. Die Unterschiede zu mit Fibrinogen und Kollagen I beschichteten Testkavitéiten waren
fiir S. epidermidis hochst signifikant. Fiir S. aureus konnte ein hochst signifikanter Unterschied
zwischen Fibronektin und Fibrinogen gezeigt werden. Die statistisch signifikanten Unterschiede

(***) in dem obenstehenden Diagramm entsprechen dem jeweiligen Vergleich zu ,Fibronektin‘.

Die vergleichsweise hohen Standardabweichungen in den Abbildungen 13 und 14 sind bedingt
durch das Zusammenfassen der Ergebnisse unterschiedlicher Kombinationen von Stamm und
Medium. Bei detailliertem Betrachten einzelner Konstellationen wird offensichtlich, warum sich
fir die Konstellation Beschichtung mit humanen Fibronektin und Verwendung von CB-
Néhrmedium zur Kultivierung von S. aureus und TSB-Ndhrmedium zur Kultivierung von S.

epidermidis entschieden wurde (Abb. 15).
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Abbildung 15: Nihrmedien-abhingige Biofilmbildung in mit Fibronektin beschichteten Mikrotiterplatten.
Absorptionsmessung (ODa492nm) nach Safraninfirbung. Biofilm: typischerweise ab OD >0,05. n= 3. Dargestellt: Mittelwerte,
Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede.

Es bestanden hochst signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Konstellationen von
Stimmen und Medien. Der ergiebigste Biofilm durch S. aureus wurde bei Beschichtung der
Versuchsoberfldche mit humanen Fibronektin und Kultivierung in CB-Nahrmedium erreicht. Fiir
S. epidermidis bestanden die optimalen Bedingungen fiir die Bildung von Biofilm ebenfalls in
der Beschichtung mit Fibronektin, allerdings in Kombination mit TSB-Néhrmedium.

4.5 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK) probiotischer
Kulturiiberstinde

Die Versuchsreihe zur minimalen Hemmkonzentration stellte eine objektive sowie genaue
Moglichkeit dar, die Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde auf Wachstum und Biofilmbildung
ausgewdhlter Staphylokokken zu untersuchen. In vorangegangenen Versuchen zu
Konkurrenztests und Agardiffusionstests auf festen Medien wurde grundsétzlich ein dhnliches
Ziel verfolgt. Beide eher qualitativen Versuchsreihen erwiesen sich aber hinsichtlich der
Demonstration eines eindeutigen, durch L. rhamnosus GG bzw. S. salivarius K12 vermittelten,
vorrangig antimikrobiellen Effekts auf die Staphylokokken als nicht ausreichend. Dieser
Umstand machte eine quantitative Priifung zur Wirkung potentiell im Kulturiiberstand
enthaltener probiotischer Substanzen notwendig. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte in mit
humanen Fibronektin beschichteten 96-Kavititen Mikrotiterplatten bzw. flir die Untersuchung
mittels REM auf mit Fibronektin beschichteten runden Deckglédschen (s. 3.5.1).
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Der Effekt auf das planktonische Wachstum wurde iiber Endpunktmessungen bei ODsoonm be-
stimmt (s. 3.5). Die Untersuchungen zur Biofilmbildung erfolgte in zwei Schritten: Vorrangig
wurde die Wirkung der Kulturiiberstéinde iiber Absorption des Safraninfarbstoffs im Mikrotiter-
platten-Lesegerit gemessen (s. 3.4.1). Zusétzlich wurden beispielhaft zu jedem Untersuchungs-

zeitpunkt vorhandene Biofilmstrukturen rasterelektronenmikroskopisch dokumentiert (s. 3.6).

Initial erfolgt in Abbildung 16 A-D die rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Positiv-

(Staphylokokken im jeweiligen Medium) sowie der Negativkontrollen (Kulturiiberstand und
Medium).

Abbildung 16 A-D: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Positiv- und Negativkontrollen in 500-, 2.000- und
5.000-facher VergroBierung. A= S. aureus/ CB-Medium 24 Std. Inkubation. B = S. epidermidis/ TSB-Medium 24 Std. Inkubation.
C= CB-MediunV S. salivarius K12 CFCS, D= TSB-MediunV/ L. rhamnosus GG CFCS.
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4.5.1 Kaultivierung von S. aureus unter Zugabe von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand
Nachfolgend wird die Wirkung von aufkonzentriertem L. rhamnosus GG Kulturiiberstand auf

planktonisches- und Biofilmwachstum von S. aureus dargestellt (Abb. 17 A-B).
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Abbildung 17 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten L. rhamnosus GG Kulturiiberstand (CFCS) auf das
Wachstum von S. aureus. Abb. 17 A: optische Dichte (ODeoonm). Abb. 17 B: Safranin-Absorption (OD492nm). Biofilm:
typischerweise ab ODa4o2um >0,05. PK= Positivkontrolle, NK= Negativkontrolle. n= 4. Dargestellt: Mittelwerte,
Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zur PK.

x-fache CFCS-Konzentration

Die optische Dichte der S. aureus Kulturen @nderte sich in Abhingigkeit der Konzentration des
L. rhamnosus GG Uberstandes. Zunichst stieg die optische Dichte der Kulturen mit wachsender
Menge an Kulturiiberstand, was einen Wachstums-fordernden Effekt nahelegt. Bei Verwendung

von 15-fach aufkonzentrierten Uberstand war dann die optische Dichte der S. aureus Kultur
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signifikant geringer als in der dazugehdrigen Positivkontrolle, was einen hemmenden Effekt

insinuiert.

Uber die Absorptionsmessung des Safraninfarbstoffes konnte zu jeder Konzentrationsstufe eine
optische Dichte (OD492nm) > 0,05 und dementsprechend Biofilm detektiert werden. Der
gewachsene Biofilm war nur bei Verwendung von Kulturiiberstand in Hochstkonzentration

signifikant geringer als in der dazugehorigen Positivkontrolle.

Die Biofilmbildung in Abhéngigkeit der Konzentrationsstufe des L. rhamnosus GG Kultur-

iiberstandes wurde rasterelektronenmikroskopisch  visualisiert (Abb. 18 A-F).
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Abbildung 18 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung von S. aureus in Abhéingigkeit der
Konzentrationstufe des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes. Darstellung der Konzentrationsstufe in 500-, 2.000- und 5.000-
facher Vergroferung. Konzentrationen wie folgt: A: 15-fach, B: 7,5-fach, C: 3,75-fach, D: 1,8-fach, E: 0,9-fach und F: 0,46-fach.

Unabhingig vom Untersuchungszeitpunkt konnte stets mehrschichtiger, flichendeckender Bio-
film detektiert werden. Erwartungsgemél zeigte sich bei Verwendung der Hochstkonzentration

des L. rhamnosus GG Uberstandes ein vergleichsweise geringes Biofilmwachstum.

4.5.2 Kaultivierung von S. aureus unter Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand
Der Einfluss aufkonzentrierter S. salivarius K12 Kulturiiberstinde auf planktonisches- und

Biofilmwachstum von S. aureus wird nachfolgend dargestellt (Abb. 19 A-B).
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Abbildung 19 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten S. salivarius K12 Kulturiiberstand auf das Wachstum von S.
aureus. Abb. 19 A: optische Dichte (ODgoonm). Abb. 19 B: Safranin-Absorption (OD492nm). Biofilm ab ODa4g2nm >0,05. PK:
Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle. n =4. Mittelwerte, Standardabweichungen, signifikante Unterschiede zur PK.

Hinsichtlich der ODgoonm konnte mit der Verwendung von 1,8-fach aufkonzentriertem Kultur-
iiberstand ein mit steigender Konzentration zunehmender, inhibitorischer Effekt beobachtet
werden. Der geringere Effekt in Hochstkonzentration ist am ehesten durch die Schwankungs-

breite der entsprechenden Messergebnisse bedingt.

Der Zusammenhang zwischen steigender Konzentration des Kulturiiberstands und abnehmender
Biofilmmasse war in den Absorptionsmessungen bereits eindeutig ab der geringsten

Konzentration zu beobachten und iiber alle Konzentrationsstufen konsistent. Die Biofilmbildung

in Abhéngigkeit der einzelnen Konzentrationsstufen des S. salivarius K12 Kulturiiberstandes

wurde ebenfalls exemplarisch im REM visualisiert (Abb. 20 A-F).
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Abbildung 20 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung von S. aureus in Abhéngigkeit der
Konzentrationstufe des S. salivarius K12 Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in 500-,
2.000- und 5.000-facher VergroBerung. Konzentrationen wie folgt: A: 15-fach, B: 7,5-fach, C: 3,75-fach, D: 1,8-fach, E: 0,9-
fach, F: 0,46-fach.

Die rasterelektronenmikroskopische Auswertung des Einflusses von S. salivarius K12
Kulturiiberstand auf die Biofilmbildung von S. aureus korreliert eindeutig mit den Ergebnissen
der quantitativen Messungen. Tatsdchlich nahm die Masse und Schichtdicke des Biofilms mit
steigender Konzentration des Kulturiiberstands stetig ab, so dass schlieBlich bei Verwendung von

7,5- und 15-fach aufkonzentrierten Uberstandes kein Biofilm mehr nachweisbar war.

4.5.3 Kaultivierung von 8. epidermidis unter Zugabe von L. rhamnosus GG
Kulturiiberstand
Nachfolgend wird der Einfluss von aufkonzentriertem L. rhamnosus GG Kulturiiberstand auf

planktonisches— und Biofilmwachstum von S. epidermidis dargestellt (Abb. 21 A-B).
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Abbildung 21 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten L. rhamnosus GG Kulturiiberstand auf das Wachstum von
8. epidermidis. Abb. 21 A: optische Dichte (ODgoonm). Abb. 21 B: Safranin-Absorption (OD492nm). Biofilm: typischerweise ab
OD4920m >0,05. PK: Positivkontrolle, NK: Negativkontrolle. n=4. Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zur PK.

Insgesamt wuchsen die S. epidermidis Kulturen in Gegenwart von L. rhamnosus GG Kulturiiber-
stand zu einer hoheren optische Dichte als in der Positivkontrolle heran. Bis zu einer 7,5-fachen
Konzentration nahm der Effekt stetig zu, nur bei 15-facher Konzentration wieder ab. Zusammen-
schauend lésst sie eine wachstumsstimulierende Wirkung des Kulturiiberstands postulieren, die

moglicherweise bei sehr hohen Konzentrationen durch andere Effekte tiberlagert wird.

Der Einsatz des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes fiihrte zu einem reduzierten
Biofilmwachstum im Vergleich mit der Positivkontrolle. Das ungleichmifBige Bild ist

wahrscheinlich auf statistische Schwankungen in dieser Untersuchung zuriickzufiihren.
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Die

Kulturiiberstandes wurde exemplarisch im REM dokumentiert (Abb. 22 A-F).
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Abbildung 22 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung von S. epidermidis in Abhéngigkeit
der Konzentrationstufe des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in 500-,
2.000- und 5.000-facher VergroBerung. Konzentrationen wie folgt: A: 15-fach, B: 7,5-fach, C: 3,75-fach, D: 1,8-fach, E: 0,9-fach
und F: 0,46-fach.

Die Ergebnisse der rasterelektronischen Untersuchung korrelieren mit denen der quantitativen

Biofilmmessungen.

4.5.4 Kaultivierung von S. epidermidis unter Zugabe von S. salivarius K12
Kulturiiberstand
Der Einfluss aufkonzentrierter S. salivarius K12 Kulturiiberstinde auf planktonisches— und

Biofilmwachstum von S. epidermidis ist nachfolgend dargestellt (Abb. 23 A-B).
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Abbildung 23 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten S. salivarius K12 Kulturiiberstand auf das Wachstum von S.
epidermidis. Abb. 23 A: optische Dichte (ODsoonm). Abb. 23 B: Safranin-Absorption (ODa492mm). Biofilm: typischerweise ab
ODa4920m >0,05. PK= Positivkontrolle, NK= Negativkontrolle. n=4. Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zur PK.

Auch hier stellen sich die Messergebnisse der ODgoonm zundchst uneinheitlich dar. Unter
Beriicksichtigung der statistischen Schwankungsbreiten ergibt sich jedoch wiederum eine
Tendenz: geringe Mengen an Kulturiiberstand hatten keinen oder sogar einen leicht
wachstumsfordernden Effekt, ab der 3,75-fachen Konzentration dann jedoch einen zunehmend

wachstumshemmenden Einfluss.

Die Biofilmbildung war unter Verwendung von Kulturiiberstand deutlich reduziert, wobei dieser
Effekt mit steigender Konzentration noch zunahm. Die Messwerte fiir die 3,75-fache

Konzentration sind mit gro3ter Wahrscheinlichkeit als Ausrei3er zu betrachten.
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Nachfolgend die exemplarische Visualisierung der Biofilmbildung in Abhingigkeit der
Konzentrationsstufe des S.  salivarius K12 Kulturiiberstandes (Abb. 24  A-F).
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Abbildung 24 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung von S. epidermidis in Abhéngigkeit
der Konzentrationstufe des S. salivarius K12 Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in 500-,
2.000- und 5.000-facher VergroBerung. Konzentrationen wie folgt: A: 15-fach, B: 7,5-fach, C: 3,75-fach, D: 1,8-fach, E: 0,9-fach
und F: 0,46-fach.

Die Ergebnisse der rasterelektronischen Untersuchung entsprechen denen der quantitativen
Messungen, v.a. hohe Konzentrationen von S. salivarius Kulturiiberstand hatten einen klar

reduzierenden Effekt auf die S. epidermidis Biofilmmasse.

4.5.5 Vergleich der konzentrationsabhingigen Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde
Der Einfluss von L. rhamnosus GG bzw. S. salivarius K12 Kulturiiberstand auf planktonisches
Wachstum und Biofilmbildung der Staphylokokken wird nachfolgend verglichen. Die
Gegeniiberstellung basiert auf den quantitativen Ergebnissen der Endpunkt- bzw.
Absorptionsmessungen. Zundchst werden die Werte der optischen Dichte aller
Konzentrationsstufen der jeweiligen Kulturiiberstinde bzw. die Werte der Safranin-Absorption
aus je viermalig durchgefiihrten Versuchen fiir eine erste vergleichende Darstellung aufaddiert
(Abb. 25, 27). Im Anschluss erfolgt dann jeweils hinsichtlich des planktonischen- und des
Biofilmwachstums eine Gegeniiberstellung des konzentrationsabhiingigen Einflusses von L.

rhamnosus GG und S. salivarius K12 Kulturiiberstand (Abb. 26, 28).
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Abbildung 25: Effekt aufkonzentrierter probiotischer Kulturiiberstinde auf die optische Dichte (ODgoonm) von S. aureus
und S. epidermidis Kulturen. Die Werte der optischen Dichten aller Konzentrationsstufen wurden fiir die jeweiligen
Kulturiiberstinde aufaddiert. LGG= L. rhamnosus GG CFCS, SK12= S. salivarius K12 CFCS. PK= Positivkontrolle, NK =
Negativkontrolle. n= 4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede.

Bei beiden Stimmen unterschieden sich die wachstumsbeeinflussenden Effekte bei Verwendung
des S. salivarius K12 Uberstandes sowie bei Einsatz des L. rhamnosus GG Uberstandes. Diese
Unterschiede sind statistisch signifikant. Tatsdchlich hatte letzterer einen eher fordernden
Einfluss, wihrend der S. salivarius Uberstand in Relation zur Positivkontrolle eine inhibierende
Funktion aufwies. Das prinzipielle Muster der Wachstumsbeeinflussung durch die
Kulturiiberstinde &dhnelt sich flir beide Staphylokokkenspezies, so dass man ggf. von
gattungsweiten Effekten ausgehen kann. Zudem bleibt das prinzipielle Reaktionsmuster iiber alle
Konzentrationsstufen der Kulturiiberstinde erhalten, nur das Ausmall der Reaktion ist klar
konzentrationsabhédngig, was auf eine teils lineare oder zumindest direkte Korrelation zwischen
der Konzentration der Kulturiiberstinde und ihrer Wirkung auf die Staphylokokken schlieen
lasst (Abb. 26 A-B).
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Abbildung 26 A-B: Planktonisches Wachstum von S. aureus und S. epidermidis Kulturen in Abhingigkeit des
probiotischen Kulturiiberstandes und der jeweiligen Konzentrationsstufe. Endpunktmessungen (ODsoonm) nach 24 Std.
Inkubation. PK= Positivkontrolle, NK= Negativkontrolle. LGG= L. rhamnosus GG CFCS, SK12=S§. salivarius K12 CFCS. n =
4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kulturiibersténden
(signifikante Unterschiede zur PK in Abb. 17,19,21,23 A).

Offenbar haben die Kulturiiberstdnde von L. rhamnosus auf beide Spezies bis zu einer 7,5-fachen
Konzentration einen Wachstums-férdernden Einfluss und erst ab einer 15-fachen Konzentration
dreht sich dieser Effekt ins Gegenteil. Dagegen haben die S. salivarius Kulturiiberstinde einen
eher Wachstums-reduzierenden Einfluss, der ab einer 3,75-fachen Konzentration deutlich wird.
Entsprechend sind die Effekte beider Kulturiiberstinde am ausgepréigtesten fiir den
Konzentrationsbereich von 1,8- bis 7,5-fach. Insgesamt ist zu erkennen, dass eine

Aufkonzentrierung der Kulturiiberstinde notwendig ist, um sichtbare oder statistisch relevante
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Effekte gegeniiber den Kontrollen zu erzielen. Diese Effekte werden ab einer ungefdhr

zweifachen Konzentration der Kulturiiberstinde relevant.

Der Einfluss probiotischer Kulturiiberstinde auf die Biofilmbildung von S. aureus und S.
epidermidis wird nachfolgend dargestellt. Zunachst werden die Werte der Absorption bei OD492nm
aller Konzentrationsstufen der jeweiligen Kulturiiberstinde aus viermalig durchgefiihrten
Versuchen fiir eine erste vergleichende Darstellung aufaddiert (Abb. 27). Im Anschluss erfolgt
die Gegeniiberstellung des konzentrationsabhingigen Einflusses von L. rhamnosus GG und S.

salivarius K12 Kulturiiberstand auf das Biofilm Wachstum der Staphylokokken (Abb. 28 A-B).
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Abbildung 27: Quantitativer Biofilmnachweis in S. aureus und S. epidermidis Kulturen in Abhéngigkeit des zugesetzten
probiotischen Kulturiiberstandes. Absorptionsmessungen bei OD492nm nach Safraninfarbung. LGG= L. rhamnosus GG
CFCS, SK12= 8. salivarius K12 CFCS. PK= Positivkontrolle, NK= Negativkontrolle. Biofilm: typischerweise ab OD492nm von
>0,05. n= 4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen sowie statistisch signifikante Unterschiede.

Hier zeigen die Kulturiiberstinde anders als im Fall der planktonisch wachsenden Bakterien
speziesspezifische Effekte auf das Wachstum im Biofilm. S. epidermidis hat eine geringere
Tendenz zur Biofilmbildung als S. aureus. Auf diese geringe Tendenz wirken beide
Kulturiiberstinde gleichermaf3en inhibierend mit folglich kaum noch nachweisbaren Biofilmen.
Dagegen inhibiert bei S. aureus nur der Kulturiiberstand von S. salivarius, wéhrend der von L.
rhamnosus wenig bis keine Effekte zeigt. Im Vergleich zur eher wachstumsinduzierenden
Wirkung dieses Kulturiiberstands auf planktonisch lebende Bakterien ist dies zumindest ein

relativer Effekt.
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Abbildung 28 A-B: Quantitativer Nachweis der Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis in Abhéangigkeit des
verwendeten Kulturiiberstandes (CFCS) sowie dessen Konzentrationsstufe. Absorptionsmessungen (ODago2nm) nach
Safraninfarbung. PK= Positivkontrolle, NK= Negativkontrolle. LGG= L. rhamnosus GG CFCS, SK12= S. salivarius K12
CFCS. Biofilm: typischerweise ab ODaoonm von >0,05. n= 4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den CFCS (signifikante Unterschiede zur PK in Abb. 17,19,21, 23 B).

Die Effekte der Kulturiiberstinde auf die Biofilmbildung der Staphylokokken héngen hier von
drei GroBen ab: der Staphylokokkenspezies, der Art des verwendeten Kulturiiberstandes, und der
jeweiligen Konzentration (Abb. 27, 28). Erstere beide EinflussgroBen wurden schon in der
summarischen Darstellung offenkundig (Abb. 27). Die konzentrationsabhéingigen Effekte treten
bei geringeren Konzentrationen als bei den planktonisch wachsenden Bakterien auf.
Wahrscheinlich der Komplexitit des Messverfahrens geschuldet, sind Effekte bei steigenden
Konzentrationen des Kulturiiberstands inhomogener als bei den planktonisch wachsenden
Bakterien. Als kritisch ist hier u.a. der Waschschritt fiir den Biofilm nach Abkippen des

Kulturmediums zu sehen. In der Tendenz bestitigt sich aber das Ergebnis der summarischen
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Darstellung: beide Kulturiiberstdnde inhibieren konzentrationsabhingig die Biofilmbildung des
S. epidermidis Stamms. Im Fall des S. aureus Stamms gilt dies nur fiir den S. salivarius
Kulturiiberstand, wahrend der L. rhamnosus Kulturiiberstand auch mit steigender Konzentration

keinen Effekt in Relation zur Positivkontrolle hat.

4.6 Versuche zur zeitversetzten Einsaat der Kulturiiberstinde

In den Versuchsreihen zur zeitversetzten Exposition der Bakterien gegeniiber autkonzentrierten
Kulturiiberstdnden war die zeitliche Komponente der darzustellenden Wirkung von Interesse. Es
sollte untersucht werden, ob unterschiedlich gewéhlte Zugabezeitpunkte von Kulturiiberstand zu
den Staphylokokkenkulturen einen messbar differenzierten Einfluss auf das Wachstum haben.
Daher wurden die Kulturiiberstinde sowohl zeitgleich (entspricht Stunde 0) mit den
Staphylokokken in den Ansatz gegeben als auch in Ansétze in denen die Staphylokokken zuvor
4 bzw. 24 Stunden nur in Kulturmedium inkubiert wurden. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte
auf mit humanen Fibronektin beschichteten 96-Kavitdten-Mikrotiterplatten bzw. runden
Deckgldschen, verwendet wurden die probiotischen Kulturiiberstinde in Hochstkonzentration,

die Inkubationsdauer betrug insgesamt 48 Stunden (s. 3.5.2).

Analog der Versuchsreihe zur minimalen Hemmkonzentration wurde der Einfluss auf das
planktonische Wachstum von S. aureus und S. epidermidis liber die Auswertung von
Endpunktmessungen der optischen Dichte (ODeoonm) beurteilt. Die Untersuchungen zur
Biofilmbildung umfassten vordergrindig den quantitativen Biofilmnachweis im
Mikrotiterplatten-Lesegerdt sowie eine beispielhafte qualitative Auswertung einzelner

Untersuchungszeitpunkte im REM (s. 3.5).

Initial erfolgt die rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Positivkontrollen
(Staphylokokken im jeweiligen Medium nach 24 und 48 Stunden Inkubation), sowie der
Negativkontrollen (Kulturiiberstand und Medium) in Abbildung 29 A-F.
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Abbildung 29 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Kontrollen in 500-, 2.000- und 5.000-facher
VergroBierung. A=S. aureus/ CB-Medium, 24 Std. Inkubation. B=S. aureus/ CB-Medium 48 Std. Inkubation. C= S. epidermidis/
TSB-Medium 24 Std. Inkubation. D= S. epidermidis/ TSB-Medium 48 Std Inkubation. E= TSB-Mediuny/ L. rhamnosus GG CFCS.
F= CB-MediunV/ S. salivarius K12 CFCS.

4.6.1 Kaultivierung von S. aureus unter zeitversetzter Zugabe von L. rhamnosus GG
Kulturiiberstand

Nachfolgend wird der Einfluss des Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand

auf das Wachstum von S. aureus Kulturen gezeigt (Abb. 30 A-B).
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Abbildung 30 A-B: Einfluss des Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG (LGG) Kulturiiberstand in
Hochstkonzentration auf das Wachstum von S. aureus Kulturen. Zugabe sofort (Oh), nach 4 (4h) und 24 Std. (24h)
Inkubation der S. aureus Kultur. Abb. 30 A: optische Dichte (ODeoonm), Abb. 30 B: Safranin-Absorption (OD492nm). Biofilm ab
ODa4920m von >0,05. n= 4. Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zu PK nach 24 (PK24h)
und 48 Std. (PK48h). Die Unterschiede der Positivkontrollen zur Negativkontrolle (NK48h) sind signifikant (nicht dargestellt).

Bei Inkubation mit L. rhamnosus GG Kulturiiberstand ergab sich im Vergleich mit den
Positivkontrollen sowohl eine deutlich hohere optische Dichte der S. aureus Kultur als auch eine
stirkere Safranin-Absorption. Es konnte daher von einem gesteigerten planktonischen- und

Biofilmwachstum von S. aureus unabhiangig vom Zeitpunkt der Zugabe ausgegangen werden.

Nachfolgend die Visualisierung der Biofilmbildung mittels REM (Abb. 31 A-B).

Abbildung 31 A-B: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbildung von S. aureus in Abhiingigkeit des
Zugabezeitpunktes mit L. rhamnosus GG Kulturiiberstand. Darstellung in 500-, 2.000- und 5.000-facher VergréBerung.
Zugabezeitpunkt zur Stunde 0 (A) und 24 (B).
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Sowohl bei sofortiger Zugabe des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes als auch mit 24- stiindiger
Latenz war kriftig gewachsener, mehrschichtiger Biofilm mit Bildung extrazelluldrer Matrix

nachzuweisen.

4.6.2 Kultivierung von S. aureus unter zeitversetzter Zugabe von S. salivarius K12
Kulturiiberstand

S. salivarius K12 Kulturiiberstand zeigte eine vom Zugabezeitpunkt abhidngige Wirkung auf

planktonisches- und Biofilmwachstum von S. aureus (Abb. 32 A-B).
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Abbildung 32 A-B: Einfluss des Zugabezeitpunktes von S. salivarius K12 (SK12) Kulturiiberstand in
Hochstkonzentration auf das Wachstum von S. aureus Kulturen. Zugabe sofort (Oh), nach 4 (4h) und 24 Std. (24h)
Inkubation der S. aureus Kultur. Abb. 32 A: optische Dichte (ODeoonm), Abb. 32 B: Absorption (OD492nm) nach Safraninfarbung.
Biofilm: typischerweise ab einer ODag2nm von >0,05. n= 4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zu den PK nach 24 (= PK24h) und nach 48 Std. (= PK48h). Die Unterschiede der Positivkontrollen
zur Negativkontrolle (= NK48h) sind signifikant (nicht dargestellt).
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Bei friiher Zugabe des S. salivarius K12 Kulturiiberstandes zur S. aureus Kultur, d.h. zum
Zeitpunkt 0 bzw. 4 Stunden nach Beginn der Kultur, resultierte eine statistisch hochst signifikant
geringere optische Dichte im Vergleich zu beiden Positivkontrollen. Erfolgte der Zusatz 24
Stunden nach Beginn der Kultur, so war die optische Dichte der S. aureus Kultur im Vergleich
zu den fritheren Zugabezeitpunkten deutlich hoher, aber immer noch signifikant niedriger als die

der fuir 48 Stunden inkubierten Positivkontrolle.

Unter sofortiger Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand sowie der Zugabe mit 4-stiindiger
Latenz zu der S. aureus Kultur konnte kein durch S. aureus gebildeter Biofilm detektiert werden.
Diese Ergebnisse der Absorptionsmessung waren statistisch hochst signifikant geringer als die
der Positivkontrollen nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubation. Die Zugabe von Kulturiiberstand erst
nach vorangegangener 24-stiindiger Inkubation der S. aureus Kultur resultierte in einer in

Relation zur 48 Stunden inkubierten Positivkontrolle vermehrten Biofilmbildung.

Die Biofilmbildung in Abhéngigkeit des Zugabezeitpunktes von S. salivarius K12

Kulturiiberstand wurde exemplarisch mittels REM dokumentiert (Abb. 33 A-B).

Abbildung 33 A-B: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbildung von S. aureus in Abhiingigkeit des
Zugabezeitpunktes von S. salivarius K12 Kulturiiberstand. Darstellung in 500-, 2.000- und 5.000-facher VergroBerung.
Zugabezeitpunkt zur Stunde 0 (A) und 24 (B).

Auf dem Deckgldschen waren bei sofortiger gemeinsamer Inkubation einer S. aureus Kultur mit
S. salivarius K12 Kulturiiberstand nur vereinzelt Staphylokokken, teils gruppiert, nachzuweisen.
Bei um 24 Stunden versetzter Zugabe des Kulturiiberstandes lie3 sich flichendeckender,

mehrschichtiger S. aureus Biofilm detektieren.
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4.6.3 Kaultivierung von S. epidermidis unter zeitversetzter Zugabe von L. rhamnosus GG
Kulturiberstand
Ein vom Zugabezeitpunkt abhidngiger Einfluss von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand auf das

Wachstum von S. epidermidis Kulturen wird nachfolgend gezeigt (Abb. 34 A-B).
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Abbildung 34 A-B: Einfluss des Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG (LGG) Kulturiiberstand auf das Wachstum
von 8. epidermidis Kulturen. Zugabe sofort (Oh), nach 4 (4h) und 24 Std. (24h) Inkubation der S. epidermidis Kultur. Abb. 34
A: optische Dichte (ODsoonm), Abb. 34 B: Absorption (OD492nm) nach Safraninférbung. Biofilm: typischerweise ab ODa492nm
>0,05. n= 4, Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zu den PK nach 24 Std. (PK24h) und
48 Std. (PK48h). Nicht dargestellt: Signifikante Unterschiede der PK‘s zur Negativkontrolle (NK48h).

Unabhingig vom Zeitpunkt resultierte eine im Vergleich mit den Positivkontrollen hdéhere

optische Dichte bei Zugabe von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand zu den Kulturen.
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S. epidermidis wuchs unabhéngig vom Zeitpunkt auch in Form eines Biofilms. Die Biofilmmasse
war gegeniiber den Positivkontrollen verringert, wenn die Zugabe sofort oder 4 Stunden nach

Inkubationsbeginn erfolgte und vermehrt mit 24-stiindiger Latenz.

Es folgt die Visualisierung der Biofilmbildung mittels REM (Abb. 35 A-B).

Abbildung 35 A-B: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbildung von S. epidermidis in Abhéngigkeit
des Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand. Darstellung in 500-, 2.000- und 5.000-facher VergroBerung.
Zugabezeitpunkte zu Stunde 0 (A) und 24 (B).

Sowohl bei sofortiger Zugabe des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes zur S. epidermidis Kultur,
als auch bei um 24 Stunden versetztem Zusatz lieBen sich flachige, mehrschichtige

Biofilmstrukturen rasterelektronenmikroskopisch detektieren.

4.6.4 Kaultivierung von S. epidermidis unter zeitversetzter Zugabe von S. salivarius K12
Kulturiiberstand

Die zeitabhéngige Wirkung von S. salivarius K12 Kulturiiberstand auf planktonisches- und

Biofilmwachstum von S. epidermidis wird im Folgenden dargestellt (Abb. 36 A-B).
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Abbildung 36 A-B: Einfluss des Zugabezeitpunktes von S. salivarius K12 (SK12) Kaulturiiberstand in
Hochstkonzentration auf das Wachstum von S. epidermidis Kulturen. Zugabe sofort (Oh), nach 4 (4h) und 24 Std. (24h)
Inkubation der S. epidermidis Kultur. Abb. 36 A: optische Dichte (ODeoonm), Abb. 36 B: Absorption (OD492nm) nach
Safraninfarbung. Biofilm: typischerweise ab OD4o2nm von >0,05. n= 4, dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen,
statistisch signifikante Unterschiede zu den PK nach 24 (= PK24h) und nach 48 Std. (= PK48h). Die Unterschiede der
Positivkontrollen zur Negativkontrolle (= NK48h) sind jeweils signifikant (nicht dargestellt).

Die optische Dichte der S. epidermidis Kulturen variierte mit dem Zugabezeitpunkt. Die
geringsten Werte der OD wurden bei sofortiger und um 4 Stunden verzdgerter Zugabe des
Kulturiiberstandes zur Kultur gemessen. Diese waren im Vergleich mit den beiden
Positivkontrollen statistisch hochst signifikant geringer. Erfolgte der Zusatz des Uberstandes mit
24-stiindiger Latenz, war die optische Dichte der Kultur am Untersuchungsende zwar héher als
bei friitherer Zugabe, aber immer noch statistisch hoch signifikant geringer als die der 24 Stunden

Positivkontrolle.
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Zu allen Untersuchungszeitpunkten wurden deutlich reduzierte Absorptionswerte gemessen.
Sofern der Zusatz sofort bzw. nach 4 Stunden erfolgte, konnte gar kein Biofilmwachstum
nachgewiesen werden. Diese Unterschiede waren im Vergleich zu den Positivkontrollen
statistisch hochst signifikant. Bei einer um 24 Stunden verzogerten Zugabe des Kulturiiberstandes
konnte zwar Biofilm detektiert werden, dieser wies jedoch statistisch hoch signifikant weniger
Masse auf als in den Kontrollen. Insbesondere hinsichtlich des Vergleichs mit der 24 Stunden
Positivkontrolle kann hier eine Reduktion schon priformierten Biofilms angenommen werden.
Die Absorptionswerte der Negativkontrolle weisen auf eine Kontamination mit Bakterienzellen

hin.

Es folgt die Visualisierung der Biofilmbildung mittels REM (Abb. 37 A-B).

Abbildung 37 A-B: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Biofilmbildung von S. epidermidis in Abhiingigkeit
des Zugabezeitpunktes von S. salivarius K12 Kulturiiberstand. Darstellung in 500-, 2.000- und 5.000-facher VergroBerung.
Zugabezeitpunkte zu Stunde 0 (A) und 24 (B).

Rasterelektronenmikroskopisch waren bei sofortiger Zugabe des S. salivarius K12 Kultur-
iberstandes zur S. epidermidis Kultur nur vereinzelt Staphylokokken nachweisbar. Bei einer um
24 Stunden verzogerten Zugabe waren Biofilmstrukturen in Form eines mehrschichtigen,

flichigen Wachstums von S. epidermidis erkennbar.

4.6.5 Vergleich der zeitabhingigen Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde

Der Einfluss des Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG und S. salivarius K12
Kulturiiberstinden auf das Staphylokokkenwachstum wird basierend auf den quantitativen
Auswertungen der Endpunkt- und Absorptionsmessungen im Folgenden gegentibergestellt (Abb.
38 A-B, Abb. 39 A-B).
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Abbildung 38 A-B: Planktonisches Wachstum von S. aureus und S. epidermidis Kulturen in Abhingigkeit des
Zugabezeitpunktes von L. rhamnosus GG (LGG) und 8. salivarius K12 (SK12) Kulturiiberstand. Zugabe sofort (Oh),
nach 4 (4h) und 24 Std. (24h) Inkubation der Staphylokokkenkulturen. Endpunktmessungen (ODgoonm) im Mikrotiterplatten-
Lesegerit, PK24h= Positivkontrolle nach 24 Std. sowie 48 Std. (PK48h), NK48h= Negativkontrolle nach 48 Std., n=4,
dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kulturiiberstinden
(signifikante Unterschiede zu den PK in Abb. 30,32,34,36 A).

Gemessen an der optischen Dichte planktonisch wachsender S. aureus Kulturen hat der
Kulturtiberstand von L. rhamnosus im Vergleich zur Positivkontrolle keinen bzw. einen leicht
wachstumsverstirkenden Einfluss. Insbesondere fiir die Zugabe nach 24-stiindiger Inkubation,
kann dies auf die Anwesenheit zusétzlicher Nahrstoffe im Kulturiiberstand hindeuten. Fiir die
optische Dichte von S. epidermidis Kulturen ldsst sich ein eindeutiger wachstumsfordernder
Einfluss verzeichnen. Der S. salivarius Kulturiiberstand zeigt bei friiher Zugabe zum Versuch die
bekannt inhibierende Wirkung. Sofern die Keime zu einer gewissen Dichte herangewachsen sind,

ist der Effekt deutlich geringer. Insgesamt muss berticksichtigt werden, dass die optische Dichte
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einer Keimsuspension nichts liber die Lebensfdhigkeit der darin enthaltenen individuellen
Bakterienzellen aussagt — lebende und tote Bakterienzellen weisen gleichermallen eine optische

Dichte auf.

Der Einfluss des Zugabezeitpunktes probiotischer Kulturiiberstinde auf die Biofilmbildung von
S. aureus bzw. S. epidermidis wird nachfolgend gegeniibergestellt (Abb. 39 A-B).
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Abbildung 39 A-B: Biofilmwachstum von S. aureus und S. epidermidis in Abhéingigkeit des Zugabezeitpunktes von L.
rhamnosus GG (LGG) und 8. salivarius K12 (SK12) Kulturiiberstinden. Zugabe sofort (Oh), nach 4 (4h) und 24 Std. (24h)
Inkubation der Staphylokokkenkulturen. Absorptionsmessungen (OD492um), Biofilm: typischerweise ab ODa4g2um von >0,05,
PK24h= Positivkontrolle nach 24 Std. sowie 48 Std = PK48h, NK48h= Negativkontrolle nach 48 Std., n=4, dargestellt:
Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kulturiiberstinden (signifikante
Unterschiede zu den PK in Abb. 30,32,34,36 A).

Der L. rhamnosus Kulturiiberstand hat in allen Fillen einen deutlich fordernden Einfluss auf das

Biofilmwachstum des S. aureus Stamms, wobei der Effekt mit einer spéteren Zugabe zunimmt.
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Der S. salivarius Kulturiiberstand hemmt bei frither Zugabe das Biofilmwachstum. Bei Zugabe
nach einem Tag stattgehabtes Biofilmwachstum ist kein oder sogar ein leicht fordernder Einfluss
zu verzeichnen. Im Fall des S. epidermidis Stamms haben beide Kulturiiberstinde bei friiher
Zugabe einen inhibierenden Einfluss auf das Biofilmwachstum, wobei der Effekt des S. salivarius
Uberstandes deutlich ausgeprigter ist. Werden die Uberstinde nach einem Tag Biofilmwachstum
dazu gegeben, hat der L. rhamnosus Uberstand keinen Effekt mehr, wihrend fiir den S. salivarius
Uberstand noch ein leicht inhibierender Effekt zu verzeichnen ist. Der Vergleich mit der 24
Stunden Positivkontrolle suggeriert hier zusitzlich, dass schon praformierter Biofilm nach um 24
Stunden versetzter Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand aulerdem wieder in seiner

Masse reduziert werden kann.
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5 Diskussion

Probiotika werden seit langem eingesetzt, um die Gesundheit von Menschen und Tieren zu
fordern bzw. wiederherzustellen (Gasbarrini et al. 2016). Die bisherige Forschung beschiftigt
sich vorrangig mit deren Wirkung im Gastrointestinaltrakt (Petrof 2009; Saxelin et al. 2005;
Rowland et al. 2010). Im Zusammenhang mit Probiotika sind biofilmbildende Zielorganismen
wie S. aureus und insbesondere S. epidermidis als opportunistisch pathogene Keime, die

vorzugsweise Haut und Schleimhéute besiedeln, vergleichsweise wenig erforscht.

Oft bedeuten Biofilmassoziierte Infektionen aufgrund von Therapieversagen oder anderweitigen
Komplikationen ein Trauma fiir den Patienten und dadurch bedingt erhdhte Kosten fiir das
Gesundheitssystem (Romling und Balsalobre 2012; Chen et al. 2013). Bakterien liegen jedoch
vorrangig in dieser Form vor und verantworten so dtiologisch iiberdurchschnittlich haufig
Infektionen im klinischen Alltag. Uberdies unterscheiden sie sich von ihrem planktonischen
Pendant in einer deutlich reduzierten Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika. Bisher gibt es noch
keine breit wirkende antimikrobielle Substanz mit wirkungsvollen Antibiofilm-Eigenschaften,
sodass sowohl die Privention als auch die Therapie von biofilmassoziierten Infektionen aktuell
eine grofle Herausforderung darstellen (Taylor et al. 2014; Di Luca et al. 2014; Hoiby et al. 2015;
Bryers 2008; Pletzer und Hancock 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, inwieweit Staphylococcus aureus und Staphylococcus
epidermidis als dtiologisch am héufigsten isolierte Keime bei implantatassoziierten Infektionen
durch probiotische Bakterien bzw. deren Kulturiiberstdnde in ihrem Wachstum gehemmt werden
konnen. Von besonderem Interesse war hierbei ein moglicher Einfluss auf die fiir die Virulenz

der Staphylokokken bedeutsame Biofilmbildung.

5.1 Lebendkeimzahlbestimmung von S. aureus und S. epidermidis

Im Zuge der Versuchsdurchfilhrung war die Herstellung definierter und reproduzierbarer
Konzentrationen von Staphylokokkenkulturen notig. Dies geschah iiber die Korrelation von
Lebendkeimzahlen in den Kulturen mit deren optischer Dichte (Madigan und Martinko 2009).
Fiir in frischem Kulturmedium wachsende Kulturen ergab die Korrelation dieser Werte eine
mallgebende Reproduzierbarkeit, auf deren Basis die Messungen durch den Fokus auf die
Dichtebestimmungen vereinfacht werden konnten und die spiter erlangten Versuchsergebnisse

ein hohes Mal} an Validitét erlangten.
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Fir die im Rahmen dieser Studie untersuchten biofilmgebundenen Bakterien korreliert die
Messung des Triibungsgrades nicht mehr zwingend mit der Lebendkeimzahl. Diese Bakterien
befinden sich in der stationdren Phase ihres Daseins, d.h. Teilungsvorginge kommen kaum noch
vor und ein erheblicher Teil der Bakterien stirbt sukzessive ab, ohne dass sich dabei die optische
Dichte des Mediums merklich dndern wiirde. Fiir quantitative Messungen von in diesem Zustand
noch lebenden, teilungsfahigen Bakterien wéren daher zusétzliche Ermittlungen der
Lebendkeimzahl von Bedeutung. Weiterhin konnten die Lebendkeimzahlen wachsender und
stationdrer Bakterienkulturen miteinander verglichen werden, um so Maxima an vitalen Zellen
und Absterbekinetiken zu erfassen (Ceri et al. 1999; Standar et al. 2010; Wiegand et al. 2008).
Nicht beriicksichtigt werden hier jedoch Bakterien, die sich im VBNC (viable but non culturable)
Zustand befinden, d.h. die vorriibergehend unkultivierbar sind. Diese Bakterien sind zwar
Bestandteil der Probe und wurden in den Endpunkt- sowie Absorptionsmessungen miterfasst,
kdnnen aber tiber die herkdmmlichen Methoden der einfachen Lebendkeimzahlbestimmung nicht
detektiert werden (Hannig et al. 2010; Stiefel et al. 2016; Simoes et al. 2005). Die Bestimmung
der Lebendkeimzahl als zusétzliche Auswertungsmoglichkeit der Versuche auf Mikrotiterplatten
wiirde daher methodisch bedingt zu Ungenauigkeiten fithren. Eine Lebend-Tot-Fiarbung mit
anschliefender Bestimmung des Lebendzellanteils im Fluoreszenzmikroskop konnte in diesem

Fall eine sinnvolle Ergdnzung darstellen (Oliver 2010; Li et al. 2014).

5.2 Optimierung der Kultivierungsbedingungen fiir die in-vitro

Biofilmbildung

Das Wachstum von Bakterien in Biofilmen ist ein duflerst dynamischer und komplex regulierter
Prozess (Monroe 2007). Die Ausbildung von Biofilm ist grundsitzlich stark an die Bedingungen
in der Umwelt gebunden, sodass hierfiir fordernde Einfliisse von hemmenden Einfliissen
unterschieden werden konnen (Hall-Stoodley und Stoodley 2002). Dabei unterscheidet sich die
in-vitro Anzucht von Biofilmen deutlich von den Wachstumsbedingungen von in-vivo Biofilmen.
Bei letzteren sind die Umgebungsbedingungen erheblich komplexer und konnen weniger
kontrolliert werden (Paharik und Horswill 2016). Eine detailgetreue Nachahmung der natiirlichen
Verhiltnisse im menschlichen Korper ist aus diesen Griinden im Labor kaum mdglich. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Biofilmbildung von S. aureus und S. epidermidis hinsichtlich
der Wahl des Nahrmediums sowie der Beschichtung der Versuchsoberfliche mit humanen

Matrixproteinen optimiert.

Die Beschichtung der Kavititen von Mikrotiterplatten mit humanen Fibronektin fiihrte fiir beide

Staphylokokkenarten zur insgesamt kréftigsten Biofilmbildung und wies im Vergleich mit den

79



Diskussion

Beschichtungen mit Fibrinogen bzw. Kollagen I hochst signifikante Unterschiede auf. Die Rolle
Matrixprotein-vermittelter Adhdsion von Bakterien und konsekutiver Ausbildung von Biofilm
insbesondere durch Fibronektin wurde fiir die Biofilmgenese wiederholt in der Literatur
beschrieben (Switalski et al. 1983; Navarre und Schneewind 1999; Vergara-Irigaray et al. 2009).
Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Staphylokokkenarten sind zwar in der Lage, auf
abiotischen Oberflachen zu adhérieren (Foster et al. 2014; Biittner et al. 2015; Becker et al. 2014),
jedoch wird dies durch die Konditionierung mit organischen Makromolekiilen deutlich gefordert
(Speziale et al. 2014). Dieser Effekt konnte in der entsprechenden Versuchsreihe belegt und dann

fiir Folgeversuche genutzt werden.

Des Weiteren wurde stammabhéngig ein deutlicher Einfluss des Nahrmediums auf die
Biofilmbildung ermittelt. S. aureus Biofilm wuchs in CB- Nahrmedium wesentlich kréftiger
heran, wéhrend S. epidermidis Biofilm in TSB Néhrmedium vermehrt gebildet wurde. Der
Einfluss des verwendeten Nidhrmediums und dessen Zusammensetzung auf das Ausmal} der
Biofilmbildung ist publizistisch dokumentiert, wobei auch innerhalb einer Art stammabhéingige
Unterschiede existieren (Stoodley et al. 1999; Stepanovic et al. 2007; Mack et al. 2001). Daher
war es wichtig fiir die hier verwendeten Staphylokokken das jeweils optimale Medium zu

ermitteln.

5.3 Versuche auf festen Medium

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtete Louis Pasteur das Phinomen der interbakteriellen
Hemmung am Beispiel von Bacillus anthracis, dessen Wachstum in Ko-Kultur durch
,gewohnliche® Bakterien, ndmlich Escherichia coli, gghemmt wurde. Mit dem beschriebenen
antagonistischen Effekt wurde somit viele Jahre vor den ersten gezielten Untersuchungen zu
probiotischen Bakterien der Grundstein fiir die Erforschung protektiver bzw. therapeutischer
Eigenschaften einiger Bakterien gelegt (Sams et al. 2014). Inzwischen werden
Antagonisierungsversuche auf festen Medien regelhaft zur Evaluation einer mdglichen
kompetitiven bzw. antimikrobiellen Wirkung von Bakterien herangezogen. Insgesamt stellen die
durchgefiihrten Versuche einfache Methoden der qualitativen Auswertung sowohl von
Wachstumsmustern in Ko-Kulturen als auch der Empfindlichkeit eines Stammes gegeniiber
antimikrobiellen Substanzen dar (Holder und Boyce 1994; Bauer et al. 1966; Barrow 1963;
Madigan und Martinko 2009).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Konkurrenztests zeigten, dass sowohl S. aureus als

auch S. epidermidis stets die Kultur von L. rhamnosus GG iiberwucherten bzw. verdrangten. Dies
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war ebenfalls fiir die Konstellation S. aureus / S. salivarius K12 der Fall. Lediglich bei Ko-
Kultivierung von S. epidermidis mit S. salivarius K12 zeigte sich ein die Staphylokokkenkultur
verdrangender Effekt durch den probiotischen Keim. Weiterhin lieB sich in den
Agardiffusionstests fiir keine der vier Bakterien Konstellationen ein antimikrobieller Effekt in

Form von Hemmhofen um die eingestanzten Kavitidten nachweisen.

In einigen Studien zeigte jedoch insbesondere L. rhamnosus GG eine von den hier demonstrierten
Versuchsergebnissen abweichende Wirkung, einerseits wenn dieser Keim ko-kultiviert wurde,
und andererseits wenn man dessen Kulturiiberstand in Agardiffusionstests verwendete (Silva et
al. 1987; Mariam et al. 2014; Karska-Wysocki et al. 2010). Das Wachstum der zu
antagonisierenden Bakterien, beispielsweise der hier besonders relevanten Staphylokokken,
konnte in diversen Versuchsreihen gehemmt werden. Daher erfolgte die weitere Arbeit am
Nachweis einer zu erwartenden antimikrobiellen Wirkung gegeniiber S. aureus und S.
epidermidis. Dieses Ziel wurde -einerseits tiiber die Moglichkeit, die probiotischen
Kulturiiberstinde aufzukonzentrieren, und andererseits {iiber quantitative Versuche auf
Mikrotiterplatten, unter Beriicksichtigung sowohl des planktonischen- als auch des

Biofilmwachstums, verfolgt.

5.4 Kaulturiiberstinde — Herstellung und Eigenschaften

Der Einsatz von ,Probiotika‘ umfasst per definitionem die Verabreichung lebender Bakterien an
Menschen oder Tiere, typischerweise in Konzentrationen zwischen 106 — 10710 Bakterien/ Tag
(Champagne et al. 2011). Zwar werden Probiotika grundsitzlich als sicher und mit einem
deutlichen Nutzen fiir den Menschen eingeschitzt, jedoch kann es in seltenen Féllen insbesondere
bei gestorter Immunkompetenz auch zu unerwiinschten Reaktionen bzw. zu durch die Bakterien
verursachten septischen Komplikationen kommen (Sanders et al. 2010; Snydman 2008; Hibberd
et al. 2014). In diesem Zusammenhang wurde auch das Vorhandensein antibiotischer
Resistenzgene beschrieben, sodass probiotische Bakterien theoretisch selbst unempfindlich
gegeniiber Antibiotika sein konnen oder diese Resistenzgene an andere Bakterien weitergeben

konnen (Béar 2012; Imperial und Ibana 2016).

Probiotika entfalten iiber eine Vielzahl an Mechanismen ihre Wirkung, einige liegen in der
direkten Antagonisierung anderer Keime begriindet, d.h. beispielsweise in der Konkurrenz um
Nahrstoffe sowie der Blockade von Bindungsstellen am Epithel; wiederum andere Mechanismen
beruhen auf der Sekretion antimikrobiell wirkender Substanzen (Bermudez-Brito et al. 2012;

Lievin-Le Moal und Servin 2014; Wescombe et al. 2012).
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Kulturiiberstdnde enthalten aufgrund des Herstellungsprozesses keine Bakterien, sondern im
Idealfall nur noch die von diesen zuvor produzierten und ins Ndahrmedium sezernierten aktiven
Substanzen. Hinsichtlich eines mdglichen zukiinftigen medizinischen Einsatzes wiirde das den
Vorteil einer im Gegensatz zu den eigentlichen ,Probiotika® wesentlich sichereren bzw.
unbedenklicheren Anwendung fiir den Patienten haben. Dies ergibt sich einerseits aus dem
natiirlichen Ursprung der Uberstinde und andererseits aus der vergleichsweise geringen
Infektionsgefahr, die aufgrund der nicht mehr vorhandenen Zellen gleich Null ist. Daher konnten
Kulturiiberstinde die Grundlage fiir ein Therapeutikum mit einem moglichen medizinischen
Nutzen und zugleich mit guter Akzeptanz durch Arztlnnen und PatientInnen bilden (Beristain-
Bauza et al. 2016; Imperial und Ibana 2016; Harb et al. 2013). In Anbetracht der weltweit
zunehmenden Resistenz gegeniiber Antibiotika, sowie des Problems, dass die meisten Antibiotika
auBerdem nicht gegen Biofilm gebundene Bakterien wirken, stellt dies einen gangbareren
alternativen Weg fiir eine antiinfektiose Therapie dar (Czaplewski et al. 2016; WHO- World
Health Organization 2015; Singh et al. 2010; Araujo et al. 2014).

Ein weiterer Vorteil von Kulturiiberstinden gegeniiber Ganzzellpridparaten liegt in der
Moglichkeit der Weiterverarbeitung bzw. insbesondere der Aufkonzentrierung (Champagne et
al. 2011). Letztlich fiihrt eine Aufkonzentrierung zum Erhalt stirker konzentrierter
antimikrobieller Substanzen in den Proben, erwartungsgemaf3 konnte dies zu einer deutlichen
Steigerung der vermittelten Wirkung fiihren (Harb et al. 2013). Die Lyophilisation gilt in diesem
Zusammenhang bisher als eine vergleichsweise schonende Methode der Aufkonzentrierung bzw.

Konservierung von Stoffen wie z.B. Proteinen (Noth et al. 2015; Liu 2006).

Aus diesem Grund wurde die Lyophilisation als Methode der Aufkonzentrierung fiir diese Arbeit
hinsichtlich ihrer Praktikabilitit und der Wirksamkeit des resultierenden Endproduktes
untersucht. Im Vergleich mit der Ultrafiltration bot sie den Vorteil, dass alle Bestandteile des
Kulturiiberstandes beibehalten und aufkonzentriert werden konnten. Die Versuchsergebnisse
zeigten, dass eine stirker inhibierende Wirkung durch lyophilisierte-, als durch ultrafiltrierte
Kulturiiberstinde erreicht wurde. Da im Zuge der Ultrafiltration niedermolekulare Stoffe mit
einem Molekiilgewicht von < 3 kDa herausgefiltert wurden, deutete dies daraufhin, dass die fiir

die vermittelte Wirkung verantwortlichen Substanzen zu dieser Fraktion gehoren.

Jedoch miissen auch Unterschiede beim Vorgang des Lyophilisierens an sich beriicksichtigt
werden. Diese konnen entsprechend je nach Art der Gefriertrocknungsanlage und Abweichungen
wihrend der einzelnen Trocknungsschritte zu einer verénderten Stabilitét der Proteine fiihren
(Roy und Gupta 2004). Das ist insbesondere fiir die in dieser Arbeit hergestellten
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Kulturiiberstinde zu beachten, da diese im Zuge der Aufkonzentrierung mehrfach dem
Gefriertrocknungsprozess unterzogen werden mussten. Speziell in Hinblick auf die
Versuchsergebnisse des L. rhamnosus GG Kulturiiberstandes, welcher in den Versuchen

insgesamt nicht den erwarteten inhibitorischen Effekt zeigte, konnte dies eine Rolle spielen.

Die von probiotischen Bakterien sezernierten Substanzen sind vielféltig und unterscheiden sich
entsprechend in ihren Wirkmechanismen. Neben der Sekretion organischer Sduren, welche iiber
eine pH-Wert Anderung Einfluss auf andere Mikroorganismen nehmen kénnen, demonstrieren
zahlreiche antimikrobielle Substanzen einen direkten Antagonismus gegeniiber anderen
Mikroorganismen (Lievin-Le Moal und Servin 2014; Bermudez-Brito et al. 2012). Eine néhere
Charakterisierung der antimikrobiellen Substanzen probiotischer Kulturiiberstinde wurde in
anderen Studien hdufig in Form von Untersuchungen zur pH- oder Proteasen-Stabilitéit
vorgenommen (Tejero-Sarifiena et al. 2012; Silva et al. 1987; Mariam et al. 2014; Beristain-Bauza
et al. 2016). Beristain-Bauza beschrieb eine verringerte Wirkung von L. rhamnosus Kultur-
iiberstinden, wenn der pH-Wert der Probe angehoben bzw. neutralisiert wurde und einen
kompletten Wirkungsverlust durch Zugabe einer Protease. Die in dieser Studie erbrachten
Versuchsergebnisse sprachen also fiir eine Neutralisierung wirkungsvermittelnder, sdurehaltiger
Bestandteile in den L. rhamnosus Kulturliberstanden, sowie fiir das Vorhandensein proteindser
antimikrobieller Substanzen. Da der pH-Wert in den hier durchgefiihrten Versuchen nicht
angepasst wurde, wiirde dies zu einer moglichen Erkldrung fiir die augenscheinlich ausbleibende
Wirkung von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand beitragen, welcher bekanntermallen zu einem
gewissen Teil seine Wirkung tiber die Sekretion von Milchséure entfaltet (Tejero-Sarifiena et al.
2012). Gestiitzt wird diese Hypothese dadurch, dass S. salivarius K12 in den hier durchgefiihrten
Versuchen Wirkung zeigt. Dieser Keim produziert u.a. BLIS — Polypeptid-Bakteriozine — als
antimikrobielle Substanzen und wirkt daher primér nicht iiber eine Beeinflussung des pH-Werts

(Ross et al. 1993; Barbour et al. 2016).

Einige Milchsdurebakterien produzieren weiterhin noch Biotenside, welche die Biofilmbildung
anderer Bakterien unterdriicken konnen (Van Hoogmoed et al. 2000; Busscher et al. 1997; Fariq
und Saeed 2016). Aus diesem Grund erfolgte die Bestimmung der Oberflichenspannung der
Kulturiiberstdnde, um eine mdgliche detergierende Wirkung der darin enthaltenen Substanzen zu
berticksichtigen. Die Oberfldchenspannung beider probiotischer Kulturiiberstinde lag hoher als
die von Kontrollen mit detergierenden Substanzen, z.B. Spiilmittel. Auch der Vergleich der
Dichte-, bzw. Kapillaritdtswerte mit Spiilmittel sprach gegen eine detergierende Wirkung der

Kulturiiberstinde. Daher ist anhand der hier ermittelten Parameter ein biofilminhibierender
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Einfluss durch mdglicherweise in den Kulturiiberstinden enthaltenen Biotensiden wenig

wahrscheinlich.

Zusammenfassend sprechen die beobachteten Phdnomene fiir folgende Eigenschaften der im S.
salivarius K12 Kulturiiberstand enthaltenen antimikrobiellen Substanzen: die Molekiilgrof3e liegt
im Bereich < 3 kDa, die Wirksamkeit nach wiederholtem Einfrieren und Wiederauftauen
wihrend des Herstellungsprozesses spricht fiir eine physikochemische Stabilitit, die vermittelte
Wirkung beruht wahrscheinlich nicht auf Biotensiden, im Wirkspektrum inbegriffen sind
gleichermallen S. aureus und S. epidermidis, die Wirkung ist augenscheinlich deutlich
ausgepragter auf Biofilm- als auf planktonische Bakterien, die Hemmwirkung auf das
Biofilmwachstum ist konzentrations- und zeitabhédngig und die Substanz(en) konnen auch
praformierten Biofilm reduzieren. Es ist keine definitive Differenzierung zwischen einer
bakteriostatischen oder bakteriziden Wirkung mdglich. Die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen deuten jedoch auf eine erhaltene Vitalitdt der in reduzierter Menge vorhandenen

Staphylokokken hin.

Anhand dieser Erkenntnisse konnen im Vergleich zu Literaturdaten Vermutungen hinsichtlich
des vermittelnden Agens vorgenommen werden. Grundsitzlich finden sich zunehmend Studien
zu natiirlich vorkommenden antimikrobiellen Substanzen und deren potentiellem Nutzen
(Czaplewski et al. 2016; Agarwal et al. 2016). Eine gro3e Gruppe stellen hierbei die sogenannten
AMP’s -antimikrobielle Peptide- dar, welche als Bestandteil der Wirtsabwehr bei den meisten

Lebewesen vorkommen (Lazarev und Govorun 2010; Fjell et al. 2011).

Insbesondere die Bakteriozine sind in diesem Zusammenhang interessant, da sie von Bakterien
ribosomal produziert werden (Hegarty et al. 2016). Bakteriozine werden in vier Klassen
eingeteilt, wobei die Klasse I die fiir S. salivarius bereits beschriebenen Lantibiotika Salivaricin
A und B beinhaltet. Diese beiden Substanzen sind niedermolekular, wirken gegen grampositive
Keime und zeigen ferner eine konzentrationsabhingige Wirkung (Barbour et al. 2016). In
Hinblick auf die Beobachtungen dieser Arbeit liegt es also nahe, dass es sich bei den
vermittelnden Substanzen um eben diese beiden Bakteriozine handeln kénnte. Dennoch muss
unbedingt beriicksichtigt werden, dass die meisten der bisherigen Studien den Effekt auf das
planktonische- , nicht aber auf das Biofilmwachstum untersuchten (Tagg et al. 1976; Cotter et al.
2013; Drider et al. 2016). Der hier beobachtete Effekt zeichnete sich jedoch gerade bei der
Biofilmbildung und -reifung ab. Zudem produziert S. salivarius weiterhin BLIS, also den

Bakteriozinen #hnliche inhibitorische Substanzen, die noch nicht ndher beschrieben sind.
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Darunter kénnen auch Substanzen mit Antibiofilm-Eigenschaften subsummiert sein (Heng et al.

2007).

An dieser Stelle sei auf eine weitere Gruppe antimikrobieller Peptide verwiesen, den Antibiofilm-
Peptiden (Batoni et al. 2011; Taylor et al. 2014; Di Luca et al. 2014). Diese Peptide zeigen eine
eher schwache Wirkung auf planktonische Bakterien, jedoch eine ausgesprochen starke Wirkung
auf deren Biofilmwachstum. In diesem Zusammenhang ist nicht nur die Hemmung der
Biofilmbildung beschrieben, sondern auch die Reduktion von bereits praformiertem Biofilm. Das
Wirkspektrum ist ebenfalls breit und umfasst grampositive Keime. Die Peptide sind zudem
niedermolekular (Reffuveille et al. 2014; La Fuente-Nunez et al. 2012; Pletzer und Hancock
2016). Antibiofilm-Peptide werden wie alle antimikrobiellen Peptide von den meisten Lebewesen
produziert, jedoch beschrinkt sich die Beschreibung in der Literatur vorrangig auf das von
Lactococcus lactis produzierte Nisin, sowie auf humane Antibiofilm-Peptide (Shin et al. 2016;
Reffuveille et al. 2014; Overhage et al. 2008). In diesem Sinne wiren die weiterfiihrende
Charakterisierung antimikrobieller Substanzen, z.B. der von S. salivarius sezernierten BLIS,

sowie die Untersuchung von deren Biofilmwirkung duf3erst interessant.

5.5 Versuche zur Wirkung probiotischer Kulturiiberstinde

Angelehnt an etablierte Versuche zur Empfindlichkeitspriifung von Bakterien gegeniiber
Antibiotika wurden Versuche zur minimalen Hemmkonzentration probiotischer Kultur-
iiberstdnde durchgefiihrt. Von besonderem Interesse waren bei diesen Versuchen nicht nur der
Nachweis einer inhibitorischen Wirkung der Kulturiiberstinde per se sondern auch die dafiir
notige Konzentration und der optimale Zugabezeitpunkt. Weiterhin sollte im Gegensatz zur
konventionellen Antibiotikatestung hierbei nicht nur der Effekt auf das planktonische
Bakterienwachstum untersucht werden, sondern ein besonderes Augenmerk auf dem

Biofilmwachstum liegen.

Die Ergebnisse des Finflusses von Kulturiiberstand auf die planktonischen Formen beider
Staphylokokkenarten ergaben wahrscheinlich gattungsweit giiltige Effekte. Der L. rhamnosus
GG Kulturiiberstand erhohte die optische Dichte der Staphylokokkenkulturen, wéhrend der S.
salivarius K12 Kulturiiberstand deren optische Dichte reduzierte. Unabhéngig vom Zeitpunkt der
Zugabe von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand ergab sich grundsétzlich filir S. aureus ein leichter
und fiir S. epidermidis ein eindeutig wachstumsfordernder Effekt. Hingegen vermochte der S.

salivarius K12 Kulturiiberstand bei frither Zugabe beide Staphylokokkenkulturen gleichermallen
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zu inhibieren. Nach 24-stiindiger Latenz der Zugabe konnte noch ein leichter inhibitorischer

Effekt verzeichnet werden.

Im Gegensatz zur planktonischen Form von S. aureus und S. epidermidis konnte hinsichtlich des
Einflusses auf die Biofilmbildung in den MHK-Versuchen ein speziesspezifischer, jedoch
ebenfalls konzentrationsabhidngiger Effekt beobachtet werden. Insgesamt ergab sich unter
Zugabe von L. rhamnosus GG- als auch S. salivarius K12 Kulturiiberstand ein deutlich
reduziertes S. epidermidis Biofilmwachstum. Die beiden hdchsten Konzentrationen von S.

salivarius K12 Kulturiiberstand unterdriickten die Biofilmbildung weitestgehend.

Dagegen war dieser reduzierende bzw. unterdriickende Effekt auf S. aureus Biofilm nur bei
Verwendung von S. salivarius K12 Kulturiiberstand zu beobachten. L. rhamnosus GG
Kulturiiberstand zeigte keinen eindeutigen Effekt auf den von S. aureus gebildeten Biofilm.
Hinsichtlich eines zeitabhéngigen Einflusses auf die Biofilmbildung wurde bei Verwendung von
L. rhamnosus GG Kulturiiberstand ein ab dem Zeitpunkt der Zugabe zunehmend
wachstumsfordernder Effekt auf S. aureus Biofilm sichtbar —im Vergleich zu allerdings geringen
Biofilmmassen in den Positivkontrollen. Eine mogliche Erkldrung fiir die geringen
Biofilmmassen in den Positivkontrollen kann in der Ablosung des Biofilms im Rahmen der
Waschschritte flir die Farbung mit Safranin liegen (Gomez-Suarez et al. 2001). Es gibt keine
generelle Empfehlung zur Anzahl der durchzufiihrenden Waschschritte, jedoch werden zwei
hiufig als absolute Mindestanzahl angesehen, und wurden daher in dieser Arbeit angewendet

(Stepanovic et al. 2007; Merritt et al. 2011; Christensen et al. 1985).

L. rhamnosus GG Kulturiiberstand forderte die Biofilmbildung von S. epidermidis nur nach 24-
stiindigem Zeitversatz gegeniiber der Einsaat der Bakterien in den Versuch. Dagegen
demonstrierte S. salivarius K12 Kulturiiberstand einen deutlich inhibierenden Effekt. Bei friiher
Zugabe konnte das Biofilmwachstum sowohl von S. aureus als auch von S. epidermidis
unterdriickt werden. Fiir S. aureus war der Reduktionseffekt bei Zugabe mit 24-stiindiger Latenz
nicht mehr erkennbar, fiir S. epidermidis dagegen schon. Diese offenkundig nachtrigliche
Reduktion der Biofilmmasse kann z.B. bei einer durch den Kulturiiberstand hervorgerufenen
Destabilisierung und konsekutiv durch die Waschschritte begiinstigten Ablosung des gelockerten
Biofilms auftreten (Klinger-Strobel et al. 2017). In Zusammenschau aller Ergebnisse der
Versuche zur zeitversetzten Zugabe der Kulturiiberstdnde kann man von gattungsweiten Effekten

sowohl auf planktonische als auch auf biofilmgebundene Staphylokokken ausgehen.
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Die rastelektronenmikroskopische Auswertung der Biofilmbildung erlaubte die direkte
Visualisierung des gewachsenen Biofilms und stiitzte so die zuvor ermittelten quantitativen
Ergebnisse. Bei Zugabe von L. rhamnosus GG Kulturiiberstand wurde zu allen
Untersuchungszeitpunkten Biofilm durch S. aureus und S. epidermidis gebildet. Hingegen war
Biofilm beim Verwenden der beiden hochsten Konzentrationen und bei zur Einsaat simultaner
Zugabe von S. salivarius K12 Kulturiiberstand weder bei S. aureus noch bei S. epidermidis

rasterelektronenmikroskopisch nachweisbar.

Die zentralen Aussagen, ndmlich der Nachweis eines konzentrations- sowie zeitabhingigen
Effekts probiotischer Kulturiiberstinde, entsprechen insbesondere fiir S. salivarius K12 den
Ergebnissen der Literatur. Es ist moglich, eine gesteigerte Wirkung durch Aufkonzentrierung der
Kulturiiberstinde zu erreichen (Harb et al. 2013; Silva et al. 1987; Varma et al. 2011). Ferner ist
der inhibitorische Effekt abhéngig vom Status des Biofilms: Es ist offenbar deutlich einfacher,
eine Wirkung auf sich neu konstituierenden als auf bereits gewachsenen und gereiften Biofilm zu
erzielen (Beloin et al. 2014). Da eine Therapie in der medizinischen Realitdt meist auf einen
bereits existenten Biofilm trifft, ist die Wirkung einer Substanz bzw. eines Substanzgemisches,
die die vorhandene Biofilmmasse reduziert, eine wertvolle Eigenschaft. Jedoch stellt die
inhibitorische Wirkung auf das Wachstum frischer Biofilme einen umso wichtigeren priaventiven
Ansatz dar, und konnte z.B. bei entsprechend imprégnierten Implantatmaterialien Verwendung
finden (Zhou et al. 2015; Macia et al. 2014; Bhattacharya et al. 2015; Patenge et al. 2012). Aus
diesem Grund konnten probiotische Bakterien, bzw. von diesen in den Kulturiiberstand
sezernierte, antimikrobielle Substanzen, sowohl in praventiver als auch in therapeutischer Absicht

eingesetzt werden (Hoiby et al. 2015).
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6 Zusammenfassung

Probiotische Bakterien wie L. rhamnosus GG und S. salivarius K12 werden eingesetzt, um die
Gesundheit von Menschen zu fordern bzw. wiederherzustellen. Die bisherige Forschung
beschiftigt sich vorrangig mit deren Wirkung im Gastrointestinaltrakt bzw. im
Oropharyngealraum. Im Zusammenspiel mit Probiotika sind S. aureus und insbesondere S.
epidermidis als opportunistisch pathogene Keime, die vorzugsweise Haut und Schleimhéute
besiedeln und insbesondere fiir biofilmassoziierte Infektionen verantwortlich sind,
vergleichsweise wenig erforscht. In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf den zellfreien

Kulturiiberstinden als vermittelndes Agens statt auf lebenden Bakterien, den ,Probiotika‘.

Die von den Kulturiiberstinden vermittelte Wirkung konnte durch deren Aufkonzentrierung
verstirkt werden. In den durchgefiihrten Versuchen =zeigte sich daher eine
konzentrationsabhdngige Wirkung. Der Zugabezeitpunkt zu den wachsenden bzw. in Biofilmen
organisierenden Staphylokokkenkulturen beeinflusste das konsekutive Wachstum ebenfalls
deutlich — je frither die Zugabe erfolgte, desto deutlicher war der antimikrobielle Effekt auf die
Staphylokokken. Besonders ausgepriagt war der Effekt bei Verwendung von S. salivarius K12
Kulturiiberstand. Mit diesem probiotischen Bakterium konnte nicht nur die Bildung und Reifung
frischer Biofilme reduziert oder verhindert, sondern sogar eine Reduktion von iiber 24 Stunden
praformierten S. epidermidis Biofilmen erzielt werden. Der L. rhamnosus GG Kulturiiberstand
zeigte dahingegen in den meisten Fillen unabhingig von Konzentration bzw. Zugabezeitpunkt
der Kulturiiberstinde keine deutliche inhibitorische Wirkung, sondern in einigen Konstellationen
sogar eine fordernde Wirkung hinsichtlich des planktonischen- und Biofilmwachstums von S.

aureus und S. epidermidis.

Diese Ergebnisse sind in Anbetracht der ausgeprdgten Neigung der allermeisten Bakterien zur
Biofilmbildung relevant. Im medizinischen Kontext bedarf es hinsichtlich biofilmassoziierter
Krankheiten einer dringlichen Entwicklung sowohl effektiver therapeutischer- als auch
insbesondere praventiver Moglichkeiten. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte probiotischen
Kulturiiberstdnde, vornehmlich von S. salivarius K12, kdnnen perspektivisch beispielsweise in
in-vivo Modellen von Implantatinfektionen auf ihre antimikrobiellen Eigenschaften gepriift

werden.
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7 Anhang

7.1 Thesen

1.

Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis sind opportunistisch pathogene
Bakterien, die Haut und Schleimhédute des Menschen besiedeln und insbesondere fiir
biofilmassoziierte Infektionen verantwortlich sind.

Das bakterielle Wachstum in Biofilmen stellt eine Anpassungsform an diverse
Lebensrdaume dar. Kennzeichnend ist u.a. die hohe Widerstandsfahigkeit gegeniiber
Umwelteinfliissen sowie im medizinischen Kontext eine ausgeprigte Resistenz
biofilmgebundener Bakterien gegeniiber antimikrobiellen Substanzen.

Biofilme verantworten dtiologisch iiberdurchschnittlich hdufig nosokomiale Infektionen.
Die Pravention und addquate Therapie ist daher von groBer Bedeutung. Bisher gibt es
keine breit wirkende antimikrobielle Substanz mit wirkungsvollen Anti-Biofilm
Eigenschaften.

Lactobacillus rhamnosus GG und Streptococcus salivarius K12 sind Bakterien, die als
sogenannte ,Probiotika‘ in medizinischer Absicht mit dem Ziel die Gesundheit von
Menschen zu fordern bzw. wiederherzustellen, erfolgreich eingesetzt werden.
Probiotische Bakterien entfalten ihre Wirkung u.a. iiber die Sekretion antimikrobieller
Substanzen. Diese Substanzen sowie deren Wirkmechanismen sind insgesamt vielfaltig
und koénnen das Wachstum anderer Mikroorganismen beeinflussen.

L. rhamnosus GG und S. salivarius K12 sezernieren antimikrobielle Substanzen, welche
in-vitro mit dem Kulturiiberstand gewonnen werden konnen. Im Gegensatz zu Probiotika
wiirde bei Verwendung von zellfreien Kulturiiberstinden das Infektionsrisiko als
unerwiinschte Nebenwirkung keine Rolle spielen.

Eine Wirkungssteigerung kann durch Aufkonzentrierung der Kulturiiberstinde erreicht
werden. Die gewdhlte Methode der Aufkonzentrierung beeinflusst auBerdem die
Wirksamkeit.

L. rhamnosus GG und S. salivarius K12 Kulturiiberstande beeinflussen sowohl das
planktonische- als auch das Biofilmwachstum von S. aureus und S. epidermidis.

L. rhamnosus GG Kulturiiberstand zeigt keine deutliche inhibitorische Aktivitdt
gegeniiber den hier verwendeten Staphylokokken, sondern in einigen Konstellationen

sogar einen wachstumsfordernden Einfluss.
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10. S. salivarius K12 Kulturiiberstand inhibiert in Abhéngigkeit von der Konzentrationsstufe
und des Zugabezeitpunktes das Biofilmwachstum der Staphylokokken. Einerseits kann
die Bildung und Heranreifung von Biofilm unterdriickt werden, andererseits kann bereits
praformierter Biofilm wieder in seiner Masse reduziert werden. Aufgrund dieser
Beobachtungen konnte S. salivarius K12 Kulturiiberstand die Grundlage fiir die
Entwicklung einer antimikrobiellen Substanz mit wirkungsvollen priventiven und

therapeutischen Anti-Biofilm Eigenschaften darstellen.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

Abb. Abbildung

ad lat. ,,auf*, ,,zu“

Aqua dest. destilliertes Wasser

ATCC American Type Culture Collection
BHI Brain Heart Infusion

BLIS bacteriocin like inhibitory substance
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CB Caso Bouillon

CFCS Cell free culture supernatants
COz Kohlenstoffdioxid

EMZ Elektronenmikroskopisches Zentrum
EPS extrazellulire polymere Substanz

et al. et alii - lat. ,,und andere*

g Gramm

g Schwerebeschleunigung 9,81 m/s?
griech griechisch

h Steighohe

h hour

i.d.R. in der Regel

k Kilo

KBE Koloniebildende Einheiten

kDa kilo Dalton

1 Liter

lat. lateinisch

LGG L. rhamnosus GG

LKZ Lebendkeimzahl

log Logarithmus

lyo Lyophilisation
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M molar

mg Milligramm

MHK Minimale Hemmkonzentration

ml Milliliter

mm Millimeter

MRSA Methicillin resistenter bzw. multi-resistenter S.
aureus

NK Negativkontrolle

nm Nanometer

NMWL nominal molecular weight limit

OD Optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

pH potentia hydrogenium (lat.)

PK Positivkontrolle

r Radius

REM Rasterelektronenmikroskop/-ie

s Sekunde

SK 12 S. salivarius K12

Std. Stunden

Tab. Tabelle

TSB Tryptic Soy Broth

u.a unter anderem

UF Ultrafiltrat

UNK Ubernachtkultur

UpM Umdrehungen pro Minute

v.a. vor allem

VBNC viable but not culturable

z.B. zum Beispiel

p Dichte

c Oberflachenspannung
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