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Einleitung

1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Die Mikrobiologie als Wissenschaft der Mikroorganismen beschatftigt sich mit der Erfogschu
grundlegender Lebensformen wminzipien und hat sich nach dérfindung des Mikroskops

im 17. Jahrhundert rasant entwickelt. Einen wichtigen Teilbereich dieser Disziplin stellt die
Medizinische Mikrobiologie dar,die sich primar der Erforschung pagjemer sprich
krankheitsauslosender Mikroorganismen widmet. Fur eine zielfihrende Diagnostik, Therapie und
Pravention von Infektionskrankheiten istdas Verstandnis um die morphologische und
physiologische Vielfalt des verursachenden Erregers, sowie d¥gsehselwirkungen mit
seinem Wirt unabdingbdBuerbaum und Hahn 2012 aufig wird in diesem Zusammenhang
allerdings vernachlassigt, dass Mikroorganisnmamsich aus nicht nur pathogen wirken, sondern
als Bestandteil der natirlichen Fldoav. Mikrobiotai seies auf der Hautin Darm oder in der
Mundhohlel geradezum Erhalt der Gesundheit beitrag&strela et al. 2015)

Die Entdeckung und erfolgreiche Anwendung antimikrobieller Sutzstn wie den Antibiotika

hat die Maoglichkeiten der medizinischen Versorgung innerhalb des letzten Jahrhunderts
maf3geblich vorangetrieben. Heutzwagghlen Antibiotika weltweit zu den am haufigsten
eingesetzten Arzneimitteln. Daher ist es nicht verwunderlich, dass eine Vielzahl an Bakterien im
Sinne eines Uberlebensvorteils Resistenzmechanismen gegeniiber diesen Therapeutika
entwickelt haberfHolmes et al. 2016)n diesem Zusammeahg ist auch das Verstandnis um
deaUrberl ebensformdé der Bakt er isavichtiglDonlanong e n an
Costerton 2002)

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einem kleinen Ausschnitt der aufRerst komplexen
Wechselwirkungeawischen pathogenen und vordergrigeépathogenen Mikroorganismelie
fur die Weiterentwicklung zukiftiger therapeutischer und praventiver tdeden eine grol3e

Rolle spielen

1.1 Die Gattung Staphylococcus

Staphylokokken sind grampositive, unbewegliche, nicht sibidckende Bakterien der Familie

der St aphyl ococ Staphydoeoecus Dern t dames i ah aus de
Astaphylé b e dmubé kokkosiKugel. Die Bezeichnung ist auf die kugelférmige Morpho

logie bzw. die Anordnung dieser BakterienTirauben zurlickzufiihrertine Klassifizierung

erfolgt anhand des Vorhandenseins des Enzmagjulase irkoagulasepositivaund koagulase

negaive StaphylokokkenStaphylococcus aureumihlt zu den koagulasepositivenvahrend

1



Einleitung

Staphylococcus epidermidiszu  den  koagulasenegativen  Staphylokokken  gehort.
Koagulasepositive Bakterien gelten im Alhlgeinen als die pathogenarésolate(Gatermann
2012).

1.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aurewgurde erstmals im 19. Jahrhund&gwichtiger humanpathogener Keim
und Verursacher von Wundinfektionen beschriel§@gston 1882) Bei Kultivierung auf
Blutagar zeigt ertypischerweise Hamolyseverhalten rund um die goldgelbfarbenen Kolonien
( dureust golden, laf). S. aureusverfiigt iiber zahtiche Virulenzfaktoren, diéir dessen
ausgesprochene Pathogenitat verantwortlich @ncher 1998) Von diagnstischem Interesse

ist hierder Nachweis der Koagulase sowie des Clumping Factors. Diese beiden Virulenzfaktoren
bewirken eine Ausfallugpvon Fibrin, wodurch sicB. aureusor der Immunantwort des Wirtes
schutzt und iesserrRahmendie charakteristisch&bszessbildungréolgt. Weiterhin bedeutend
istdas Fibrinolysin wodurch sich. aureusiber Aufldsen des initial gebildeten Fibringe&isels

im Gewebe ausbreiten kanna®Protein A sowie die Polysaccharidkagiehenzum Schutz

vor Phagozytose und disserzellulare Adhasin unterstitzt die Biofilmbildurigsgesamt erweist
sich S. aureusals ein ausgesprochen widerstandsfahiges Bakiggegenuber potentiell Stress
verursachenden Umweltbedingungen wie Hitze, -&tkahlung, Astrocknung und pH

VeranderungefGatermann 2).

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Tatsache, 8assureusals opportunistisch
pathogener Keim Haut und Schleimhdute von Menschen asymptdmbagsedeln kann.
Dauerhaft sowietemporar betroffen sind ca30 % der Menschen.Aufgrund ihrer
Symptomlosigkeit und der datrfiehlenden Warnhinweise fur Betroffene soRersonen in ihrer
Umgebung sinds. aureusTrager die wichtigste Infektionsquelle in der endemischen Situation.
Bei Auftreten von Wunden bzwmmundefekten kani®. aureusdannpathogenwirken und
systemische Auswirkungen hab@kertheim et al. 2005; Sollid et al. 2014; Becker et al. 2017)

S. aureusstellt weiterhin durch seine Fahigkeit Biofilm zu l@ild und auf diese Weise als
chronische Infektionsquelle zu dienen eine grof¥ratisforderung hinsichtlickeffektiver

Praventionssowie Therapiemdghkeiten darBhattacharya et al. 2015)

Atiologisch kann marKrankheiten, diedirekt durchS. aureusoder durch desse Toxine

verursacht sind, sowieinige Ubergangsformen unterscheiden. Zu den direkt durch das

Bakterium verursachten rinkheiten z&hlenFurunkel, die Mastitis puerperalisund die

Osteomyelitis. Lebensmittelvergiftungen sind dagegen ein Beispiel toxinvermittelter Genese. Die
2
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Ubergang®rmen beinhalterdie Impetigo contagiosa, das toxische Schoattsym oder das
Staphylococcal scalded skin syndrof@atermann 2012)

Therapeutiscimuss die Fahigkeit der meist8naureusstamne gegenibereinfacherf3-Laktam
Antibiotika, d.h. Aminopenicillinenyesistent zu sein, bertcksictitigerden. Dartber hinaus
kommt es aktuell zu einer MulResistenzentwicklung, z.B. bei MR3#ethicillin resistenter
bzw. multiresistentelS. aureus Insbesodere in chirurgischen Fachgebieten spielt daher die
Pravention von durcls. aureusverursachte Infektionen eine wichtige RadlMa et al. 2017)
Intensive Screeningpgramme swie restriktivere Antibiotikeerordnungen bewirkereine
deutliche Reduktion hinsichtlich der Verbreitung v®n aureusbzw. dem Vorantreiben der
Resistenzentwicklung (Wertheim et al. 2004) Dennoch besteht laut der
Weltgesundheitsorganisation f8tr aureusaufgrund der genannten Resistenzentwioglhohe
Prioritdt beziglich der dringlichen Erforschung und Entwicklung neuer Antibi¢WaO-
World Health Organization 2017)

Insgesamt ist die Morbiditat bzw. Mortalitat duihaureusgnfektionen, insbesondere aufgrund
von MRSA sowie der Fahigkeit auf passagegeavandten Implantaten wikathetern Biofilm zu
bilden, in den letzten Jahrereltweit stark angestiegen. Die sich daraus entwickelnden enormen
Kosten stellen ein gesundheitsdkonomisches Problem ersten Randédettaret al. 2007;
Noskin et al. 2007; Uematsu et al. 2Q16)

1.1.2 Staphylococcus epidermidis

Koagulasenegative StaphylokokketarunterStaphylococcus epidermidigenéren zu deam
haufigsten im Krankenhaus igaten Keimen.n der Minderzahl der Félle sind sie dabei jedoch
das atiologisch relevante Agens nosokomilieektionen(Becker et al. 2014; Gatermann 2012)
Auf Blutagarplatten zeige®. epidermidi&ulturen im Unterschied z8. aureugeine Hamolyse,
die Kolonien haben eineeiRe FarbdGatermann 2012)S. epidermidis( epidermidig der
Haut, lat.) zahlt zu deratirlicherhumanen Mikrobiota der Haunhd besiedelt vorrangig Nase,
Axilla, Kopf, Arme und Beine(Kloss und Musselwhite 1975Aufgrund dessen stellt das
unabsichtliche Einbringen vad epidermidisbeispielsweise im Rahmen von Gefalipunktionen,
einen haufigen Infektionsweg dar. Die Infektionsquelk@&nneneinerseits die patienteneigene

dermale Mikrobiotaoder aber auch die Hande des medizinischen Personals sein.

S. epidermidisist als Kommasale der menschlichen Hautmikrobiaten opportunistisch

pathogener Keim. Im GegensatzSuaureusveist erkaum Virulenzfaktoren auf, die beiner

Infektion einen aggressiven Krankheitsvaflam Wirt ermoglichen wirden. 8e zentrale
3
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Virulenzfaktor ist dieausgepragte FahigkeiBiofilm zu bilden und auf diese Weise dem
Immunsystem des Wirtes zu entgeli@tto 2012; Christensen et al. 198Z)1 einem spéateren
Zeitpunkt kann es dann zu einer Ausschwemmung der Bakteridie Blutbahn und folglich
schwerwiegenden segchen Komplikationen kommes. epidermidisst in der Lage Biofilm

auf synthetischen und nielynthetischen Oberflachen zu bilden und kann so jegliche
GefalRkatheter, aber aucbefal3stents odef shunts,sowie Herzklappen und orthopadische
Prothesen besiedeln. Da Antibiotika die im Biofilm geschitzten Bakterien regelmaf3ig nicht oder
nur in ungenigendem Mal3e erreichen, mussen die betroffenen medizinischen Implantate oft

entfernt bzw. ersetzt werd€Becker et al. 2014)

Therapeutiscistellen einerseitdie haufig vorhandeen Resistenzen, vor allem gegeglighe (3
Laktame, und andererseitsr Biofilm als chronische Infektionsquelle eine Herausforderung dar.
Um Infektionen zu verhindern ist die Pravention, insbesondere mit einer strengen Einhaltung der

Hygiene, von groRer&leutundChessa et al. 2015)

1.2 Biofilme
Der Begriififmé a Bie@ ei ¢ h n e tdynaristhe h Genleiasohaftere wan,

Mikroorganisnen einer oder mehrerer Spezatis,an Oberflachen adharieren und typischerweise

von einer extrazellularen polymerentStanz (EPS) Matrix umgeben sifidunne Jr. 2002)
Evolutionar b&achtet stellt das WachstumBmofimenal s &adgesch¢tzte Niscl
einen deutlichen Uberleberszw. Selektionsvorteil dgStoodley et al. 2002; Costerton 1995)
Fossilfunde von vor bis zu 3,Blilliarden Jahren zeigen, dass Biofilmnmu den &ltesten
OkologischerDaseirsformender Welt gehorerfHall-Stoodley et al. 2004)Jedoch wurderst

Mitte des 20. Jarhunderts das Phanomen gemeinschaftliebssiler Ansiedlungn auf

Ober fl 2 chen, | ifadagwtcheeBakterden beschriEb&obell und Allen 1935;

Zobell 1943)

Biofilme kommen ubiquitar in verschiedenen Okosystemen vor und kénnen sowohl auf
biotischen als auch auf abiotischen Oberflachen ents{€lueterton 1987)nzwischen werden
mindestens funiPhasen der Biofilmbildung unterschieden, die teilweise als Kreislauf angesehen
werden kénnerfMonroe 2007; Moormeier und Bayles 201Zunachstfindet die reversible
Adhésion einzelner planktonischer Bakterien an einer Oberfléatie@anach kommt es durch
Ausbildung wn extrazellularer Matrixzu einer irreversiblen Adhasion sowohl der Bakterien
untereinander als auch der Mikrokoloniender Oberflache. In der drittd?thasewvachsen die

Mikrokolonien zu teilweiseelbst mit dem loiien Auge wahrnehmbaren Makolonien heran.

4
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Anschlie3endlifferenzieren sich einzelne Abschnitte des Biofilms durch besondere metabolische
Muster der darin enthaltenen Bakterien funktionell, was afsifitebezeichnet wird. Die flinfte
Phase zeichnet sicturch eine Ablésung einzelner Bakterien bzw. Bakterienpakete von Biofilm
aus. Diese nunmehr wieder frei flottierenden Bakterien kdnnen an anderen&ielteBiofilm

bilden (Abb.1).

Abbildung 1: Phasen der Biofilmbildung an einer Oberflache, schematische und rasterelekironenmikroskopische
Darstellung am Beispiel einesP. aeruginosaBiofilms. Phasel: Reversible Adhéasioplanktonisher BakterienPhase2:
Irreversible Adhasion der Mikrokoloniegdurch Ausbildung von EP®hag 3-4: Heranreifungdes Biofilms durch Wachstum,
funktionelle DifferenzierungPhases: Losen von Bfilmbakterien, Ausbreitung. Ablvon D. Davis, entnommen agglonroe
2007)

Die eher heterogene Struktur mit unterschiedlich grof3en Arsalssiler Bakterien veeutlicht
die dynamische Anpaangsfahigkeit an verschiedenste Umwelthgdhgen. Dabei
beeinflussen insbesondattas Vorhandensein von Né&hrstoffen sowie die Beelsxgungen in
der Umgebung die Form des Biofiln{Stoodley et al. 1999; Beer et al. 199nerhalb eines
Biofilms préagen sich aul3erdem verschiedene Phanotypen depdwiknismen aus. Sie
unterscheidersich hinsichtlich ihrer Stoffwechselaktivitat, Funktion und Entwicklungsfolg
einerseits voneinandesowie andererseits ebenfalls von ihrem klanischen Pendaffauer et
al. 2002; Stoodleet al. 2002) Diese Eigeschaften, alg\usdruck komplexer und dynarolser
Regulationsvorgange, zeichnen einen Biofilm .a@leichzeitig liegt darin auch die
aulRerordentliche Widerstaridbigkeit dieser Lebensform begriindet, welcheutzutageein

grofRes Problemauf medizinischem und industrielleGebiet dastellt
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Inzwischen weil3 man, da®t5-80 % aller nosokomialen Infektionen &tiologisch mit der
Ausbildung von Biofilmen assoziiert sifHletzer und Hancock 20163rundsézlich kanndabei
zwischen implantatassoziiertemnd gewebassoziierten Infektiome unterschiden werden
Beispiele fur implantaissoziierte Infektionen sind haufig dur& epidermidisverursachte
GefalRkatheteinfektionen oder vorzugsweise dur&h epidermididzw. S. aureusausgeloste
Infektionen orthopadischdmplantate. Haufig auftretende gewebsoziierte Infektionen sind
die durchPseudomonas aeruginos@rursachte Pneumonie bei Agsher Fibrose oder eine
Endokarditis nach Streptokokken Infekti@onlan und Costerton 2002; Scherr et al. 2014)

Parsek und Singh schlugen \i&rterien zur Definition der Biofilm#éologie einer Infektion vor,
welche die Klimsch relevanten Eigenschaften von Biofilm verdeutlichen: Die pathogenen
Bakterien adharieren an einer Oberflache Bakterien befindesich in Ansammlungen und sind
umgeben von einer Matrix oder Wirtsbestandteilen, die Infektion ist lokalisiert undsiigt
resistent gegenuber antibiotischer Therapiewohl die entsprechende Sensitivitdt bei der
planktonischen Form dieser Bakterien gegebe(Pistsek und Singh 20Q3)ierbei sticht vor
allemdie aisgepragte Resistenz von BiofiBakterien gegentiber antimikrolig Substanzen
herausDiese kann gegenuber der planktonischen Form der jeweiligen Bakterienspezies fur ein
bestimmtes Antibiotikum um ein Vielfaches erh6hhg€eri et al. 1999; Walters et al. 200B)

diesem Zusammenhang werden verschiedene Resistenzmechanismen vermutet. Einerseits kann
die Matrix aus extrazelléter Substanz als Schutzhille dienen und auf diese Weise die Diffusion
von Antibiotika verhindern. Andererseits muss auch die Heterogenitét innerhalb eines Biofilms
beriicksichtigt werdenDadurch sind beispielsweismgenanntdersisterBaktaien aufgrund

eing reduzierta Stoffwechselaktivitat unempfindlich gegendk@timikrobiellen Substanzen
(Prax und Bertram 2014Pes Weiteren kann einm Rahmen der Immuamtwortveranderte
Wirtsumgebung die Wirkung der Antibiotika nachteilig beeinflus@&agman et al. 1975;
Gilbert und Brown 1995)

1.3 Probiotika und Kulturiiberstand e

Das Konzept der Probiotika bzw. Mikroorganismen mit einem fordernden &néuf die
menschliche Gesundheit ist im letzten Jahrhundert entstanden und hat sich jlingst dank eines stark
gewachsenen Forschungsinteresses weiter entwickelt. Probiotédtden teilweise als
Nahrungsbestandteil e in sog@em®siainden eaber aach mnct i

direkter medizinischer Applikation Anwendung.
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Probi oti ka we rlabhenae Mikredrganisimen rdie beaMlembrefchung in adaquaten
Mengen einen Gesuneh t svorteil d e (Joint WAQ/WHOs WolkiegnwGraugk e n i
2002) DerBag r i f f aProbioti mumBoi eehtsethemchbausad
LebelmiGegenat z st eht dazu aAnt i b-griech.), wamih@in ( Ag e
antibakterielles Agens biologischer oder synthetischer Herkunft gemeint ist. Weiterlag gilt

von diesen bei den k Bé graibfzfuegnm e d rAsicht. ¥ePdBbdes o t is
Lebensmittelbestandteile, die ihren Wirt ginstig beeinflussen, indem sie das Wachstum und die
Aktivitat einer oder mehrerer Bakterienarten im Dickdarm gezielt anregel somit die
Gesundhei t de s(GiorruhdRoberfroid 19855 s er n i

Laktobazilen und Bifidobakterien sindilchs&urebakterien und é8tandteil der natirlichen
Mikrobiota des Gastrointestinaltrakt Sie werden am haufigsten als Probiotika verwendet
(Rowland et al. 2010)Aber es werden beispielsweise auch einige Stammétreptococcus
salivarius welcher naturlicherweise in der Mundhohle gesunder Menschen vorkommt, als

Probiotika genutzt.

Probiotische Bakterien antagonisieren stammabhangig uber eine Vielzahl von Mechanismen
andere Mikroorganismen und kénnen so ihre Wirkung entféfteb. 2) Dazu gehdren unter
anderem: eine positive Einflussnahme auf dierhieli& Mikrohiotain Gastrointestinaltrakt oder
Oropharyngealraum, kompetitive Adhasion an Mulsisaie Starkung der Epithelbarriere, eine
positive Beeinflussung des Immunsystems Uber Regulationen der Immunantwort und die
Ausschiittung antimikrobiell wirkender Substam@@ermudezBrito et al. 2012)Im Unterschied

zu pathogenen Bakterien zeichnen sich probiotische Bakterien auf diese Weise durch einen fir
den Organismuimsgesamt positiven Effekt aus und kdnnen nur in sehr wenigen Ausnahmefallen
schader{Snydman 2008)
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Abbildung 2: Hauptwirkmechanismen probiotischer Bakterien, beispielhafe Darstellung fur den Gastrointestinaltrakt.

A: Nahrstoffkmkurrenz B: Besetzen von Adhasionsstellen, C: Stimulation des Immunsystems, D: Direkter Antagonismus Uber
antimikrobielle  Substanre (z.B.  Bakteriozine). Abb.  modifiziert nach  folgender Bildquelle  URL:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Probiotic.png#

In den letzten Jahren ist das IntereaseProbiotika undnsbesondereden Maoglictkeiten der
medizinischen Applikatiostark gestiegen. Diverse-vitro sowiein-vivo Studien belegeden
klinischen Nutzen probiotischer Bakterien. Probiotika werden dabei vorrangig in préaventiver
Absicht oder als Adjuvans verwendetlinsichtlich ihrer Funkwon, die normale bakterielle
Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt zu si®en bzw. wieddrerzustekn, weden sie schon
vielfach bei diversen Durchfallerkramngen in Kindern und Erwachsenen therapeutisch
angewenddiCremonini et al. 2002; Ottman et al. 2012¢r Einfluss auf EntstehunopdVerlauf
verschiedenster Durtddlerkrankungen it zu den am meisn untersuchten klinisch relevanten
Wirkungen von Probiotik. Weitere Erfolge konntepei der Verwendung als Adjuvanz gegen
infektibse Gastritis miHelicobacter pylori sowie gegen atopisches Ekzem, Nekrotisierende
Enterokolitis in Neugborenen oder vaginale Infektionen ermittelt we(@umpta und Garg 2009;
Lievin-Le Moal und Servin 2014; O'Connor et al. 2016; Lau et al. 2016)

SchlielZlich stellt die steigende Anzahl Antibiotikaresistenzereine der aktu&n globalen
Herausforderungn dar, die sowohl den BereicBesundheit als auch Lamgtschaft und
Ernahrung umfasst. Neben der Verbreitung eines fundierten Wissens um die
Entwicklungsmechanismen von Resistenzen und damit einhergehend eines sensiblaregsUmg

mit Antibiotika, wird auch insbesondere die Bedeutung der Pravention von Infektionskrankheiten
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betont. Des Weiteren spielt selbstverstandlich die Erforschung bzw. Entwicklung von neuen
antimikrobiellen Substanzen fur die zukinftige Behandlung vorktinfeskrankheiten eine
aulerst wichtige RollBVHO- World Health Organization 2015; Dar et al. 2016; Czaplewski et
al. 2016; Lazarev und Govorun 201@)diesem Zusammenhang wirdder vorliegenden Arbeit

auf einen maoglichen ptmotischen Wirkmechanismus, namlich démfluss antimikrobieller
Substanzen aus Kulturiiberstandeihdas WachstuipathogeneBakterien, eingegangen.

Kulturiiberstande

Kulturiberstdnde werden durch Zentrifugation einer zuvor bebriteten Bakterienkultur und
Abheben des Nahrmediums vom Sedimeswagnnen. Durch anschlieRende Filtration kénnen
gof. noch im Uberstand vorhandene eineeBakterien eliminiert werdeliese Prozessierung
ermoglicht die Herstellung von zellfreien Kuliloerstanden unter Beibehaltung l6slicher
Substanzen, die zuvor vorerd Bakterien in das Nahrmedium sezerniert wurddaen diese
Substanzen sindufgrund ihrer inhibitorischen Aktivitat gegentber anderen Mikroorganismen
interessantAsensio und PereRias 1976; Tsai et al. 2008; Mariam et al. 2014)

Bereits vor knapp 100 Jahren wurde eine antimikrobielle Substanz in den Kulturek eandis
Stammes gefundemelche antagonistisch gegentiber andé&recoli Stammen wirkte(Waters
und Crosa 1991)Silva et al. beschrieb 198ihhibitorische Stoffe aud.. rhamnosus
Kulturiibesstanden, welchen-vitro Wirkung gegenuber einer Reihe grampositiver und
gramnegativer pathogener Keime wie ClostridiEnterobacterund Staphylokokken zeigten
(Silva et al. 1987)

Inzwischen weil3 man, dass abhangigwBakterienstamm sowie den Inkubationsbedingungen
eine Vielzahl aktiver Substanzen in das Nahrmedium sezerniert wird und dementsprechend mit
dem Kulturiberstand isoliert werden ka(Riley und Wertz 2002)Dazu zahlen nicht nur
antimikrobelle Agenzien wiergansche Sauren, Wagsssoffperoxid oder Bakteriozingepndern

auch immunmodulatorische Stoff@ermudezBrito et al. 2014; Harb eal. 2013) Die
weiterfUhrende  Erforschung  antimikrobiellerSubstanzen, den zugrundeliegenden
Wirkmechanismen sowie ihren Wirkspektren auf planktonische oder biofilmmyetlene
Bakterienist fur die Entwicklung zukinftiger Praventionand Therapiemoglictéiten von
Infektionskrankheiten enorm wicht{yyarma et al. 2011; Lazarev und Govorun 2010)

In der valiegenden Arbeit werden zweprobiotisch wirkende Bakterienl.actobacillus

rhamnosusGG und Streptococcus salivariuk12, und insbesondere deren Kulturiiberstande
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naher untersuchlhre klinisch relevanten Wirkungen unterscheiden sich voneinander aufgrund
der jeweiligen bakterienspezifischen Eigenschaften und Wirklokalisationen im menschlichen

Korper.

1.3.1 Lactobacillus rhamnosu$sG

Lactobacillus rhamnosu$sG ist ein grampositives Stabchenbakterigtler Gattung der
Laktobazillen.Es gehért zu deam ausfihrlichgn erforschten probiotischen Bakterien, mit
umfangreichen Untersuchungen zu dessen vielfaltiger antimikrobieller Wirkung sovwuitinb
undin-vivo, als auch in randomisierten klinischen Studigevin-Le Moal und Servin 2014)..
rhamnosusGG wurde urspringlich aus dem Stuhl eines gesunden Menschen {Sidrach
1996). Dieses Bakterium ist zwar kein dauerhafter Bestandiil matirlichen humanen
Darmmikrobiota es konnte jedoch gezeigt werden, dass es bei oraler Administration die- Magen
Darm-Passage einerseits Uberlebt und im Folgenden den MgemTrakt temporébesiedeln
kann(Goldin et al. 1992)Der Effekt dieser Besiéahg istin Bezug auf die Inzidenz von Diarrhoe
bei Kindern (Szajewska et al. 201,1pder hinsichtlich antibiotikanduzierter Stérungen im
Gastrointestinaltraktlinisch relevan{Korpelaet al. 2016)In beiden Féallen ist diGabe vorL.
rhamnosusGG zum Erhalt bzw. zur Wiederhesting der natirlichen Darmmikrobiota
erfolgreich. Unter den weiteren vielfaltigemachgewiesenen positiven Effekten auf die
Gesundheit &innte in klinischen tadien beispielsweisguch gezeigt werden, dass der praventive
Zusatz voriL. rhamnosugu Milch das Risiko der Entwicklung von dentalem Karies senken kann
(Nase et al. 2001Ebenfalls lieferterin-vitro Untersuchungen Anhaltspunkte fiir eine durch
rhamnosusGG beeinflusste Biofilmbildung verschiedener Bakteri@ang et al. 2016)Die
bisher bechriebenen Wirkmechemen sind insgesamt vielfaltig unchtasserdie Produktion
antimikrobieller Substanzeilva et al. 1987)Die sichere Anwendung vdn rhamnosu$sG

als Probiotikum wurde ausfuhrlich untersuclspdass es insgesamt als weitestgehend
unbedenklich eingestuft werden kon(&mydman 2008)

1.3.2 Streptococcus salivariug12

Streptococcus salivariuk12 ist ein in der nattrlichen Mikrobiotdes Oropharynge@ums
gesunder Menschen vorkommendgsampositives, kdkenformiges BakteriunfKazor et al.
2003; Carlsson et al. 197@er Starm K12 wurde ursprunglichus der Mundhdhle eines Kindes
isoliert und wird inzwischen seit mehreren Jahren als Probiotikum kommerziell lvemtrie
(Wescombe et al. 20125. salivariusKk12 zeichnet sichtdurch die Produktion von BLIS
(bacteriocin like inhibitory substanceaus. Unter diesen antimikrobiell wirkenden Proteinen

sind vor allem die Lantibtika Salivaricin A2 und Salivaricin B hinsichtlich ihrer Charakteristika
10
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und vermittelten Wirkung untersucht wordéHyink et al. 2007) Diese Wirkung stellte
urspringlich einen-vitro nachweisbare Wachstumshemmung @treptococcus pyogendar.
Inzwischen ist allerdings bekannt, d&ssalivariusK12 auch gegentberrer Reihe weiter
bakterieller Erreger wiédaemophilus influenzasowie gegeniber viralen Erregern und auch
Candida albicans einen hemmenden Effekt aufweigshijima et al. 2012)Insgesamt sind
diverse Kklinisch relevante Wirkungen dieses Probiotikums im Rahmen von Studien n&her
untersucht worden. Dabei kader praventive Einsatz vdh salivariusk12 zu einem deutlich
reduzierten Wiederauftreten von sowohl bakteriell als auch vidihger Pharyngotoiibtis

und Otitis media fuhre(Di Pierro et al. 2016)BeideKrankheitsbilder zéhlen zu den haufigsten
Infektionen im Kindesalter. Des Weiteren kann durch den Erhalt des nattrlichen Gleitttgewic
in der oropharyngealen Mikibiotaerwachsener Menken Halitosis/orgebeugt werde(Kazor

et al. 2003)Eine protektive Wirkung zum Verhindern von dentalem Plaque wurde bisluarfi

S. salivariusStamm M18 beschriebgfiVescombe et al. 2012$. salivariusK12 wird primar
praventiv, aber auch zum Wiederh&en der natirlichen oralen Mikrobiotaach
Antibiotikagabe verwendeDer erblgreiche Einsatz als Probiotikum zeichnet sich nicht zuletzt
durch ein gute Sicherheitsprofil mit ausgepragter Antibiotikasensitivitdt sowie in
immunkompetenten Menschen &auf3ert selten auftretenden Nebenwirkung@uranis et al.
2006)
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1.4 Zielsetzung

Durch Staphylokokken ausgeloste Infektionen stellen besonders in Einrichtungen des
Gesundheitswesens eine nextische und dkonomische Herausforderung dar. Dieser Umstand
liegt nicht nur in den Erkrankungen an sich begriindet, sondern auch in der Fahigkeit dieser
Bakterien in Biofilmen zu persistieren und Uberdies gegentber einer wachsenden Zahl

antibiotischer Theapeutika 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 vielfaltig und
variieren je nach Baktemn, dessen Wirkort undspektrum sowie den zugrundeliegenden
WirkmechanismenLactobacillus rhamnosu&G und Streptococcus salivariuK12 stellen

bereits seit einigen Jahren vorrangig in der Pravention verschiedenster Infektionskrankheiten
etablierte Probitika dar.

In der vorliegenden Arbeit soll die Problematik der Biofilmbildung als chronische
Infektionsquelle sowie die Mdoglichkeit alternativer Therapew. Préventionsanséatzal
Antibiotika naher beleuchtet werden. Daher wurden Kulturiiberstande deérotmohen
BakterienL. rhamnosusGG undS. salivariusK12 hinsichtlich ihrerin-vitro Wirkung auf
planktonische und Biofilmformen vo8. aureusund S. epidermidism Sinne eineproof-of-

principle Studie untersucht.
Zentrale Untersuchungspunkte waren:

1. In-vitro Untersuchungen des Effekts vonrhamnosu$&G undS. salivariusk12 aufS.
aureusundS. epidermidisDie genannten Bakterien wurden in dieser Konstellation bisher
kaum zusammen erforscht.

2. Die Verwendung von sterilfiltrierten, aufkonzentriertenlpotischen Kulturiiberstédnden
als vermittelndes Agens ansteller ggobiotischen Bakterien wurdeinsichtlich der
Wirksamkeit Gberpruft.

3. Von besonderem Interesse war der Effekt der probiotischen Kulturiiberstdnde auf den
durch S. aureus und S. epidermidis gebildeten Biofilm. Dies wurde uber
Biofilmquantifizierung im MikrotiterplatterLesegerat sowie in einer beispielhaften

rasterelektronenmikrosipischen Auswertung untersucht.
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2 Material

2.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien sind in Tlaldezusammengefasst

Tab.1: Bakterienstamme

Bakterien Kurzcharakteristika Referenz

Staphylococcususeus Biofilmbildend, héfig atiologisch| ATCC 25923
relevanter Keim bei im-
plantatassoziierten Infektien

Staphylococcuspgdermidis Biofilmbildend, haufig &tiologiscl ATCC 35984
relevanter Keim bei im-
plantatassoziierten Infektionen

Lactobacillus rhamnosusG Als Probiotikum therapeutischeund | ATCC 53103
praventiveVerwendung

Streptococcus salivariusl12 Als Probiotkum praventiver Einsatz | Dr. J. Tagg, NZ

2.2 Nahrmedienund Puffer

Im Folgenden sid die verwenden Nahrmedierund die PufferLosung aufgefiihrt Alle

Nahrmedien undder Puffer wurden nach der Herstellung bei 120 autoklaviert Die

Bestandteilebeziehenish auf 1 Liter Gesamtvolumen.

2.2.1 Flussigmedien

Die verwendeten Flissigmediemd in Tabelle 2 dargestelit.

Tab.2: Flussigmedien

BHI i Brain Heart

Infusion

Lésen von 39 BHI in 1 Liter Aqua dest.

Bestandteile:Hirn-Aufguss Bestartdile 12,5¢g/l; RinderherzAufguss
Bestandteile 5 g/l,
Natriumchlorid (NaCl) /I, Natriumdiphosphat (N&PO4) 2,5/1

Proteosen Peptone 1@/, Glucose 2 g/,

CB )

Bouillon

Caso

Losen von 3@ CB inl Liter Aqua dest.

BestandteilePepton aus Caseingf/kreashydrolysat) 1d/l, Pepton aus
Soja (Papainhydrolysat) /I, Natriumchlorid (NaCl) 5g/l, di-
Kaliumhydrogenphosphat ¢KPQy) 2,59/,

GlucoseMonohydrat (GH120sxH20) 2,5¢9/I
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TSBi Tryptic Soy| Lésen von 3@ TSB inl Liter Aqua dest.

Broth Bestandteile: Bacto Trypton (pankreatisch abgebautes Caseiny/ll]
Bacto Soyton (peptisch abgebautes SojabohnenmgHl) 3

Glucose 2,9/, Natriumchlorid (NaCl) 5/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 2¢l

2.2.2 Nahrmedium fest
BHI Medium Losen von 39 BHI und 15g Agar(No. 3, Oxoid)in 1 Liter Aqua dest.
Agar No.3 Bestandteiles. o, Autoklavieren bei 122C,
Abkuhlen auf ca. 58C im WasserbadGiefR3en inPetrischalen unter de

Sterilbank Aushéartedassen des Agars ubEacht

2.2.3 Puffer
10x PBSI BestandteileNatriumchlorid (NaCl) 8@/l, Kaliumchlorid (KCI) 2,0g/l,
phosphate Dinatriumhydrogenphosphat (BPQ) 14,449/,

buffered saline  Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy) 2,49/,
Stammlésung  Ad 1000ml Aqua destEinstellen des pH auf 7.4

Gearbeitet wurd mit 1x PBSPuffer. Dieser wurde aus der Stamsulig durch 1:10 Verdinnung
mit Aqua dest, ggf. erneuter gHnstellung auf 7,4 und anschlieRender Autoklavierung

hergestellt.

2.3 Probiotische Kulturiiberstande

Probiotische Kulturiberstéandei CFCS (cell free cilture supernatanys i wurden aus
Lactobacillus rhamnosu$sG (LGG) und Streptococcus Salivariug12 (SK12) Kulturen
gewonnen. Die Uberstande wurden stfitiiert und ggf. aufkonzetriert.

2.4 Humane Matrixproteine

Die verwendeten Matrixproteingurdenvon der SigmaAldrich Chemie GmbH Minchen,
Deutschland bezogemd sind nachfolgend aufgelist&ibrinogen F3879, Fibronektin F20086,
Kollagen Typ | C7624.
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2.5 Chemikalien und Reagenzien

In Tabelle 3sind Chemikalien und Reagenzien aufgelistet, die in dieserntArbevendung

fanden.

Tab.3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Hersteller

Agar Technical No. 3 Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England
Aqua dest. Apotheke der Universitat Rostock, Deutschlaj
Bariumchlorid (BaG)) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
BHI CM1135 Medium Oxoid, Basingstoke Hanshire, England

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

Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Natriumdlorid (NaCl) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Natriumhydraid (NaOH) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Natriumphosphatpuffer 0,1M Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Stammlésung aus Natriumdihydrogenphosy
Monohydrat (NatPQ: x H20) und di
Natriumhydrogenphosphat Dihydrat (& Qs x

2H,0)

Saccharose CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Safranin O Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Salzséaure (HCI) Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Schwefelsaure (($Qv) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Spulmittel fit® fit GmbH, Zittau, Deutschland

TSB Medium BD, Franklin Lakes, NJ, USA

2.6 Gerate und Hilfsmittel

Tabelle 4beinhaltet die fir diese Arbeit genutzten Gerate und Hilfsmittel.

15



Material

Tab.4: Gerate und Hilfsmittel

Geréate und Hilfsmittel

Hersteller

Analysewaage Typ BP4100S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Becherglaser

DURAN Group GmbH, Wertheim/Mair]

Deutschland

Beschichtungsanlage BALEC SCD 004
Sputter Coater

BAL-TEC AG, Balzers, Liechtenstein

Brutschrank Binder Serie CB

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

BrutschrankHeraCell

Heraeus, Hamburg, Deutschland

Dampfsterilisator VaculaBL

MMM Minchener Medizin Mechanik GmbH
Planegg bei Minchen, Deutschland

Dampfsterilisatovarioklav® 500

HP Medizintechnik GmbH, OberschleilRhei

Deutschland

FeinwaageAG135

Mettler-Toledo GmbH, GielRen, Deutschland

Gefrierschrank-80 °C) TypHerafreeze

Heraeus, Hamburg, Deutschland

Gefrierschank €20 °C) Liebherr Comfort

Liebherelnternational Deutschland Gmbl

Biberach an der Rif3, Deutschland

Gefriertrocknungsanlage Christpghla 14

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen Gmk

Osterode am Harz, Deutschland

Glasperlen (2,88,3mm)

CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Koloniezahlstift eCourt

VWR International, Wien, Osterreich

Kritische  Punkt
EMITECH K850

Trocknungénlage

Quorum Technologies Ltd., Laughton E;

Sussex, England

ml)

Kihlschrank (+£C) Liebherr ProfiLine | Liebherrinternational Deutschland ~ Gmbi
Biberach an der Rif3, Deutschland
LaborflaschenDURAN® (500 ml, 1000 DURAN Group GmbH, Wertheim/Mair

Deutscland

Leuchtpult

Hama GmbH, Monheim, Deutschland

Lineal

FaberCastell, Stein, Deutschland

MagnetrihreRCT basic

IKA ®Labortechnik Staufen, Deutschland

Mikrotiterplatten LesegeraSpectraMa®
M2 Multimode

Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, CA, AS

MultistepperMutipette® plus

Eppendorf, Harourg, Deutschland
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pH Meter Series inoLa pH720

WTW GmbH, Weilheim, Deutschland

Photometer Smart Spec 3000

Bio-Rad Laboratorien GmbH, Minche

Deutschland

Pinzetten

CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Pipetten 1000pl,200 pl,200 pl,10 pl
PIPETMAN Classic®

Gilson, Inc., Middleton, WI, USA

Pipettierhilfe FinnpipeteE 10 ml, 20 ml,
50ml

Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland

Probenteller Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jer
Deutschland

Rasterelektoenmikroskop Merlin VR cg1  Zeiss Microscopy ~GmbH, Jer

compact Deutschland

ReagenzrohrcheDURAN® DURAN Group GmbH, Wertheim/Mair
Deutschland

Reaktionsgefal3stander CartRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

ReinluftwerkbankHeragiards

Heraeus, Hamburdpeutschland

Reinstwasseranlage Ultra Clear Blus

Systemische Gesellschaft Berlin, Deutschlan

Stechbohrer zylindrisch

CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sterilbank Typ Herasale

Thermo Schientific, Waltham, MA, USA

Vakuumpumpe

Welch (Ilmvac Gmbl), limenau, Deutschland

Vortex-Genie Touch Mixer

Scientific Industires, Bohemia, NY, USA

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Varifug® 3.0R

Heraeus, Hamburg, Deutschland

2.7 Verbrauchsguter

Tabelle 5zeigt eine Auflistung der in dies@rbeit genutzten Verbrauchsguter

Tab.5: Verbrauchsguter

Verbrauchsguter

Hersteller

24-KavitaternMikrotiterplatten
CELLSTAR®

BieOne Frickenhause

Deutschland

Greiner GmbH,

2 ml Mikroschraubrohrchen

Sarstedt AG&Co, Nimbrechbeutschland
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CELLSTAR®

50 ml RéhrcherCELLSTAR® Tubes Greiner BieOne GmbH, Frickenhause
Deutschland
96-KavitaterrMikrotiterplatten Greiner BieOne GmbH, Frickenhause

Deutschland

Amicon®

Filtereinheiten

Ultra-15 Zentrifugen

Merck KGaA, DarmstadDeutschland

Aufbewahrungsboxen fiir Reaktionsgefa

CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Columbia Blutagarplatten

BD, Franklin Lakes, NJ, USA

DeckglascheiThermanok

Science Services GmbH, Miinchen, Deutschl

Eppendorfgefal3e (1,5 und 2 ml)

Eppendof, Hamburg, Deutschland

Filterpapier

CarlRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Flachendesinfektion Bacill®l

BODE Chemie GmbH, Hamburg, Deutschlan

H&andedesinfektion AHD 20

Lysoform Dr. Hans Rosemann GmbH, Berl

Deutschland

Handschuh®ehasoft® ntrile

Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschlan

Impfosen

BiecOne GmbH, Frickenhause

Deutschland

Greiner

Kapillarrohrchen Clinitubes

Radiometer GmbH, Willich, Deutschland

Kivetten fir Photometer (10x4x45m)

Sarstedt AG&Co, Numbrecht, Deutschland

Markierband

CarlkRoth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

ParafimM®

Bemis Corporate, Neenah, WI, USA

Petrischalen

Sarstedt AG&Co, Numbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen

BieOne
Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhause

Reagiergefald 1l

Sarstedt AG&o, Numbrecht, Deutschland

Serologische  Pipetten CELLSTAR® | Greiner BieOne GmbH, Frickenhause
(5,10, 25ml) Deutschland

Spritzen 10 ml B.Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzen 20ml BD, Franklin Lakes, NJ, USA

SteppeiSpitzen Combitip® Plus (10ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilfilter Sterifix® 0,2um

B.Braun, Melsungen, Deutschland
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2.8 Software

Tabelle 6zeigt einen Uberblick tiber die genutzte Software.

Tab.6: Software

Software

Hersteller

Citavi 5

Swiss Acaemtc Software GmbH, Wadensw8chweiz

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 Statigts 20.0

IBM Deutschland GmbHEhningen Deutschland
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3 Methoden

3.1 Kultivierung der Bakterien

3.1.1 Stammhaltung

Fur die langfrisgje Lagerung der Bakterienstammverden Gefrierkulturemergestellt. Dazu
wurdemittels einer sterilen Impfése eine Einzelkolovim einerBlutagarplatte entnommen und
in 10 ml Bouillon tbernachtkultiviert (37 °C, 5 % CQ Gehalt, 12 Stunden)Diese
Ubernachtkultumwurde im Anschlusgentrifugiert (5 min., 4500pM), das Sedirant in einer
Suspension aus BHAlUssigmedium und 6% Glycerin im Verhaltnis 1:Iresuspendiemindin
Portionenzu 1000 ul aliquotiert Die Aufbewalung erfolgte in Mikroschraubréhrchéei -80
°C.

FUr den regelmafdigen Gebrauch wurde je ein Aliquot eines Stamms aufgetautnmiioginer
Impfése daaus entnomnreund aufBlutagarplatten ausplattiert. Die beimpften Platten wurden
Uber Nachtbebritet 87 °C, 5 % CQ). Nach Anwachsen der Keime in Form gleichartig
aussehender Kolonien wurden digde geeignet fur die Durchfiihrung weiterer Expente
erachtet und fiimaximal einen Monat bei + 4 °C gelagert. Danach erfadgteveder das
Uberimpfen der Bakterien auf eine frische Platte oder eine ernetrtatne undProzessierung

der Bakterien aus den eingefrorenen Proben.

3.1.2 Ubernachtkulturen

Zur Durchfiihrung der Experiente wurden am Abend zuvor &hachtkulturen deBakterienin

10 ml desjeweils entsprechenden Mediums angesetzt. Die beimpften Réhrchen wiirden
mindestens zwolStunden bei 37C unter einer mits5 % CQ angereicherten Atmosphare
inkubiert.

3.1.3 Bestimmender optischen Dichteund Lebendkeimzahl

Anhand der optischen DichtéOD) der beimpften und bebriiteten Bouilldtonnte die
Bakteienmengdozw.nach mehreren Messungen uber einen definierten Bebritungszeitraum das
planktonischaVachstum der Bakterierbgesclitzt werdenDie optische Dichtevurdebei 600
nm im Photometer gemesséts Referenz diertdas jeweige Medium Ab einer OBoonmvon

>0,5 wurde eine starker verdinnte Probe verwendetMessungenauigkeiten vorzubeugen.
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In Vorversuchen wurde dieptische Dichte mit delebendkeimzah(LKZ) der Balkerien
korreliert Aus Ubernachtkulturen va®.aureusundsS.epidermidisvurde die Ooom bestimmit.
Anhand dieser OD konnten neue Ubertaghkeih mit einem Endvolumen von 2@ und einer
Ziel-OD von 0,05 angfertigt werden. 2 Ubertagkulturen wurdefiir 8 Stundenveiter bebriitet
(37 °C, 5 % CQ. Stundlich wurderder Kultur1.000 ul entnommendie sowohlzum Messen
deroptischa Dichte als auch zum Ausplattieren und spateren Quantifizides gewachsenen
Bakteriengenutzt wurdenAus dieserkrgebnissen konnte dargine Regressionsgerade erstellt
undeine lineare Geradengleichung errechveriden die den Zusammenhang zwischen optischer
Dichte und Lebendkeimzahl der Bakterien darstélih die Lebendkeimzalder Bakterien zu
bestimmen, wurdenuvorserielle Verdinnungsreihen nix PBS angefertigt und je 1Q0 der

zu untersuchendérerdiinnungsstufe mitteschwenken mit sterilen Glasgen gleichméaRig auf
einer Agarplatte ausplattiert urfidr mindestens 12t8ndeninkubiert (37 °C, 5 % CQ. Die
Lebendkeimzahl der Bakterien wuride Anschlusglurch Auszahlen der gewachsenen Kolonien
auf den Agarplatten und Bilden der entsprechenden Mittelaegge drei Verdinnungsstufen

bestimmt.

3.1.4 McFarland Tribungsstandard

Fur einige Kperimente wurde der McFarland Triburtgeslard als Indikator fir die
Bakteriendichte in den Proben verwendet. Prinzip des McFarland Standards ist ein visueller
Vergleich der Tribung der veemdeten Bakterienkultumit der 0,5 McFarland Stdard
Suspension. Durch Verdinnen mit @¢NaCl kann dann gegebenenfalls die Triibung der Probe
an den McFarland Standard angepasst werden. AnschlieBend wurde fir den jeweiligen
McFarland Standard die optische Dichte dakterienkulturim Photometerbei ODsoonm
bestimmt.In spateren Versuchen wurdete dProben dann auf die jeweils folgendé&el-ODs

eingestellt:

S.aureus McFarland 0,52 entspcheiner OD von 0,134
S.epidermidis McFarland 0,51 entspraeiner OD von 0,132

L. rhamnosussG: McFarland 0,% entsprackeiner OD von 0,122

S.salivariusK12: McFarland 0,51 entspraener OD von 0,124
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3.1.5 Herstellung vonBakterienkulturen

Fur die Herstllung von Bakterienkulturemvurden in der Regel am Tag zuvor angesetzte
Ubernachtklturen verwendet (8.1.2). Des wurden nach erfolgter Inkubaiti zweimaligmit

1x PBS gewaschen. AbschlieRemarden die Proben zentrifugiert (10 Minuten, 4000 UpM), der
Uberstand verworfen und das Sediment mit 10 ml 1x PBS resuspendiert. Aus einer angefertigten
1:10 Verdinnungsstufevurde dann die jeweilige Qfbnm bestimmt. Anhand der xor
ermittelten Korrelation zwischen optischer Dichte und Keimkahhte fir die jeweilige Probe
mittels der gemessenen @bBmeine reproduzierbare und gewlnschte Konzentration Bakterien/

ml Medium eingestellt werden. Dafiur wurde ein errechnetes Volumengderaschenen
Bakteriensuspensioentnommen und auf ein definiertes Zielvolumen des entsprechenden

Mediums gegeben.

3.2 Probiotische Kulturiiberstande

3.2.1 Herstellung probiotischer Kulturiberstéande

Es wurde drei Methoden zur Herstellung probiotischBulturiiberstande hinsichtlich der
Wirksamkeit ihres Endproduktsnd dessen Handhabunmiteinander verglichen: nittels
Ultrafiltration, mittels  gefriergetrocknetem Ultrafiltrat und mittels Lyophilisation

aufkonzntrierte Kulturiiberstande.

Die initialen Schritte in der Herstellung waren identisch und wuwmdenfolgt durchgefihrt:
Ansetzn von Ulernachtkulturen vohactobacillus rhamnosuS8G und Streptococcus salivarius
K12in 18ml BHI-Flussignedium(37 °C, 5 %CO,, mindestens 12 Stundedann Zentrifugation
der Ubernachtiituren (15 Min, 4000UpM, Raumtemperatdiund im AnschlusSterilfiltration
desgewonnen Kulturiberstanddsie Porengrof3e des Filteraufsateelaubte das Beibehalten

von Bestandteilen des Wturtiberstades mit einer Gro3e von unteRum.
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
entsteheden Druck Molekile je nach Grof3e aufgeteilt werden kdnnen. Die-Riitlerchen
(Amicon Ultra15 ZentrifugerFiltereinheiten, Merckbestanden aus zwei Kammern, die durch

den Filer mit einer Porengro3e von 3Kdurchlassig fur Matkile mit einem NMWL(nomnal

molecular weight limjt< 3 kDa1 voneinander getrennt waren.
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15 ml des sterilfiltrierten Kulturiberstandes wurden in die obere Kammer desHélechens

gefillt undzentrifugiert 4000UpM, 60 Min.,Raumtemperatijwr Danach waim unteren Teil des
Rohrchens das Ultrafiltrat mit Protein@mthalten fir die der Filter durchlassigawv und die
entsprechend ein Molekilgewiamhter3 kDa hatten. In der oberen Kammer waremgg 100

pl (i.d.R.ca. 200300ul) des aufkonzentrierten Produkts enthalten. iIms¢hluss anidsen ersten
Durchlaufkonntenggf.z us 2t z1 i ch noch &Was c hsumbdie Prdbéne 6 a
weitestgehend zu entsalzddierfir wurde @s erhaltene Ultrafilat in der unteren Kammer
verworfen, die obere Kammer des Filiebhrchensuf 15ml 1x PBS aufgefillt und die Probe

erneut unter den oben gentamBedingungen zentrifugiert.
Lyophilisiertes Ultrafiltrat

Eine weitere Moglichkeivar das eben beschriebegevonnene Ultrafiltramnit Molekulen eines
NMWL < 3 kDazu lyophilisiererund so aufzukonzémeren.

Lyophilisation

Die Lyophilisation bzw. Gefriertrocknunigeruht auf dem Prinzip des Ulgangs vom festen
direkt in dengasférmigen Aggregatzustand eines Losungsmittels. Dies ist mdglich bei Erreichen
von Temperaturen unterhalb sdgeweiligen Gefrierpunktes diesekdsungsmittels bei
gleichzeitigenBestehen eines Vakuums. Durch den Entzug von Flussigkeit kbnnen Proben somit
auf schonende Weise getrocknet werden.

Im Anschluss an die &iilfiltration wurden die Kulturiberstandau je 15 ml aliquotiert und
eingefroren(-80 °C, mindestens 24 Std)anachkonntendie Proberdann der Gefriertrocknung
unterzogen werden. Dieser Prozess musste in der Regel mehrmals durchgefiihyivweeden
vollstandige Trocknung der Probe zu erreictizgas durchdie Gefriertocknung erhaltene Pulver
aus usprunglich 15ml Uberstandvurde in1 ml autoklaviertemAqua destgelost. Herdurch
wurdeeine 15facheAufkonzentrierungerreicht Fir die Durchfihrung der MHK/ersuche und
Versuche zur zeitvsetzten Einsaat wurden die Kulturiiberstandsets in 30-facher

Konzentratiorverwencbt. Die Lagerungrfolgte bei20 °C.

3.2.2 Kapillaritatsbestimmung

In Vorversuchen wurdedie Steightheausgewahlter Flissigkeiten in einer Kapillaestimmt.
Die zu testenden Flagkeiten wurden zu jeweils 2Q0in die Vertiefunge einer 9eKavitaten
Mikrotiterplatte pipettiert Die Kapillarrohrchen wurdedannmittels diinner Klebestreifen an
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einem Reagenzglasstander befestigt. etntliese Konstruktion wurdedie mt den
Testflisggkeiten vorbereitete Mikrotiterplatte platziert, sodass die einzelnen Kapillarrohrchen
mittig und bis in das untere Drittel d@weiligen Vertiefungen reidbn. Nach 30 Minuten
wurden danrdie jeweiligen Steighthen der Testflissigkeiterden Kapillarenmittels eines

Lineals in nm abgemessen

Die Testflissigkeiten umfasstesterilfiltrierte urd lyophilisierte Kulturbberstande vorL.
rhamnosusGG undS. salivarius K12 in einer Hochstkonzentration vom ca.-faGhen des
Ausgangswertes sowie Testflidstgen als Kontrollen Die Positivkortrollen beinhalteterine
gesattigte Zuckerldsung (Sucrose 215 eine gesattigte Salzlosung (NaQWp, hekémmliches
Spulmittel und eine Mischung aus ihmittel und Aqua dest.,id Negativkontrollen dagegen
BHI-Medium,Aqua dest. und PBS.

3.2.3 Dichtebestimmung

Anhand derFormel” —, war esmdglich die Dichteder einzelnenTestflissigkeiten

auszurechnen.iere nt s p r i Didhte in g/cmebezw. kg*m3, m der Masse undv dem
Volumen.Die Masse der oben genannten Testfllissigkeiten wurde durch Wiegen eines mit 1.000
ul gefiliten EppendorGefal3esauf der Feinwage bestimmt. DurcAbwiegendes gweiligen

leerenEppendordGefaliesvurde defTaravert ermittelt

3.3 Versuche auffestem Medium

Diese Versuche wurden mit zweierlei Zielsetzung durchgefiinm:einen wurdeBakterierko-
kultiviert, um ein etwaiges Konkurrenzverhalten nachzuweisen und zum anderen
Hemmwirkungen der Kulturiberstande in Fowon Agardiffusionstests zu prifen.ieD
Auslesung der Testergebnissdolgte durch makroskopische Inspektiaier einzelnen BHI
Agarplatten.Es handelte sich um Vorversuch®i denen vordergrindigre Nachweis der
prinzipiellen Durchfuhrbarkeifproof of principlg erbracht werden sollt®aher wurden diese
stetigin leicht abgewandelter Version zum Vorgangerversuch durchgeftidsind, wenn nicht

anders erwahnt, in der Regetht mehr als zweimaliglentisch durchgefiihrt worden

3.3.1 Konkurrenzt ests

Uber Konkurrenasts erfolgte eine erste Einschiéitg des Wachstumsverhaltens der
ausgewahlteBakterien in KeKultur. Dabei wurde jeweilS.aureusbzw. S.epidermidismit L.
rhamnosussG bzw.S.salivariusK12 gemeinsam auf einggarplatteinokuliert
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Im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung wurden Ubernachtkulturen angesetzt und diese am
Folgetag auf einen McFarland Standard von Qjbrch Verdinnung der dsprechenden
Bakterienkulturmit 1x PBS auf eine zuvor festgelegte @Gihgestellt (s3.1.4) 8 ul der so
eingestellten Kulturewurdenauf eineBHI-Agarplatteaufgebrachtsodass sich di€ropfen der
Kulturen unmittelbarnebeneinander befden undsich fast berihien Das Aufbringen auf die
Agarplatte geschah entweder gleichzeitig @deNariatiomnach bereits vorangegangener ca. 16
stiindiger Inkubation und Wachstum der Staphylokokkéenaue Parameterkonstellagon
werden im Ergebnisteilusgefihrt Nach erster bzw. erneuter Inkubati@®Y °C,5 % CQO, 16
Std) erfolgte dann die makroskopiscé Auswertung Beurteilt wurde einerseits das
Vorhandensein von Inhibitionszonewischen den Kulturerd.h. Rander bzw. Areale auf der
Agarplatte, diefrei von Bakterienkolonien warerbzw. der makroskopisch&ffekt des
Wachstumsverhaltemsmdererseitentsprechendberwucherrbzw. Eindringen der einen titur

in das Areal einer anderen

3.3.2 Agardiffusionstests

Bei denAgardiffusionstes wurde das Wachstusverhalten vors. aureusund S. epidermidis
unter Zugabesterilfiltrierter Kulturuiberstandeer probiotischen Keime untersuchEs wurden

sowohl nichtaufkonzentrierte als auch aufkonzentrierte Uberstande verwendet.

Aus Ubernachtkulturenvon S. aureus und S. epidermidis wurden am Folgetag
Bakteriensuspensionefta. 10N7 KBE/ ml) angefertigt und100 yl davon auf einer BHI
Agarpatte ausplattiert Dann wurden mittels eines sterilen Metall Zylinders (8 mm
InnendurchmesseriKavitaten in den Agargestanztund diese mit 50 pl der vobereiteten
Kulturiberstandéefillt. Alternativ wurdemit der Pinzettén Kulturlberstandjetranktes steriles
Loschpapier aufgebracht Nach Inkubation (37 °C, 5 % GO 24 Std.) erfolgten die
makroskopische Auswertung uddsMessen dr Inhibitionszone in mm um dieakitaten bzw.
das Loschpapier.

3.4 Induktion von S. aureusund S. epidermidiBiofilmen

Der Einfluss von Nahrmedien sowie elBesdhichtung der Versuchsoberflache bzw. @&den
von 96-KavitaterrMikrotiterplattenmit humanen Maixproteinenwurden in Hinblick auf die
Bildung von Biofilm durchS.aureusundS. epidermidisuntersuchtDer quantitative Nachweis
des Biofilms erfolgte UberAbsorptionsmessungen vo8afraninfrbstoff bei ORoonm IM
MikrotiterplatternLesegerat.
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3.4.1 Biofilmquantifizierung mittels Safraninfarbung

Zur Quantifizierung vors.aureusund S. epidermidisBiofilmenin den Testkavitatewurde die
Safraniriarbung genutzt. Diese ermdglichtirch dasAnfarben extrazellulare Matrix so
Biofilmstrukturen makroskopisch sitbar zumachen und Uber eine Absorptioressung im

MikrotiterplattenLesegerat zu objektivieren.

Fur die Farbung wurde Safranin O genutzt. Zunachst erfolgte das vorsiobtigatieren des
Inhaltes der Mikrotiterplagin Uber einerAbfallbehalte fir infektiose Flussigkeiten. Dann
wurden dieKavitatenzweimalig mit 1xPBS durchvorsichtiges aufund abpipettierergespult
Nach einer krzen Trockenperiode von wenigen Minuten wurd&®0 pl einer 0,1 %
Safraninlésung in jede Testkavittifgebracht und fiR0 Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Im Anschluss wurde der beschrieb&dasclvorgarg wiederholt Nach Trocknag der Kavitaten
erfolgten eine erstenakroskopische Auswertungnd eine Absorptiomsessung der gefarbten
Kavitatenboden im MikrotitgrlattenLesegeratin diesen Messungen wurde die Absorption des
gebundenen Safraninfirbstoffes bei ODuwonm bestimmt. Die Nachweisgrenze fir

Biofilmstrukturen wurde fir eine Qigznmvon > 0,05festgelegt

3.4.2 Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberflache
Eine Beschictung der Mikrotiterplatten mit den humanen Matrixproteif@ilagen Typ |,
Fibrinogen und Fibronektirollte hinsichtlich derAdharenz und Biofilmbildung vo®. aureus

undS. epidermidisniteinander verglichen werden.

Die Proteinsuspensionen wen nach Hestellerangaben zubereitet) ca. 500 pl aliquotiert und

bei -20 °C fur den weiteren Gebrauch gelagert. Die Beschichtung der Kavitdten in den
Mikrotiterplatten wurdedann jeweilsam Abend vor den geplanten Versuchen durchgefiihrt. Die
jeweiligen Proteinsysensionen wurden hierfir mit 1x PBS verdunnt, um eine Konzentration von
5 pg/ Kavitat bei einem Volumen von 200 |Kavitat zuerreichen. Im Anschluss wurden die
Mikrotiterplattentiber Nacht bei +4 °C im Kihlschrank gelagert. Am darauffolgenden Tag wurde

die Proteinsuspension durch Dekantieren vorsichtig aus den Testvertiefungen entfernt.

Die Mikrotiterplatten wurdemlann in gleicher Weise wie fir didrigen Versuche genutzus

Ubernachtkulturen dedtaphylokokken wurdeineKultur (ca. 1x1076 KBEmI, Bakterien und
entsprechendes Medium) hergestellt und davon je 200 ul pro Kavitéat aufgeNessthEnde der
Inkubationsperiodé.d.R. 24 Std, 37 °C, 5 % Clerfolgteder Biofiimnachweislurch Farben

der Testvertiefagen mit 0,1 % Safranin
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3.4.3 Einfluss desNahrmediums
Die Verwendung voiTSB- und CBN&hrmedien in Bezug auf die Biofilmbildung vBmaureus

undS.epidermidiswurde miteinandeverglichen.

Zunachst wurdenUbernachtkulturen der Staplokken angesetzt, sowi@6-Kavitaten
Mikrotiterplatten mithumanen Matrixproteinen behichet (s.3.4.2). Am Folgeag wurden die
Bakteriender Ubernachtkulturemit 1x PBSgewaschen unehit TSB- und CBNahrmedium auf
eine ungefahre Keimzatibn 1x10"6KBE/ ml eingestelltDie Kulturen wurden z@00pl in die
Kavitaten deMikrotiterplattealiquotiert und inkubiert (37 °C, 5 % G4 Std). Im Anschluss
wurde gewachsen@&iofilm anhand der Safraniirbung nachgewiesemd quantifiziert

3.5 Versuche zur probiotischen Wirkung der Kulturiberstande

In Versuchsreihen zuprobiotischen Wirkung der Kulturiberstande wurdigse zum einen
zeitgleichaber in unterschiedlichen Konzentrationen aaoth anderen zeitlich versetzt mit der
Bakterieneinsaat in die Kavitdten der Mikrotiterplatg@egeben.Dabei wurde sowohl das
plankonischeWachstum vors. aureusund S. epidermidisals auch dieBiofil mbildung dieser
Bakterienarten untersuchdie 96-KavitatenMikrotiterplatterwurden daftir zuvor mit humanen
Fibronektin beschichteDie Kulturiberstande voh. rhamnosusGG undS. salivarius K12

wurden mittels Lyophilisation aufkonzentriert und in caf@her Konzentration verwendet.

Die Auswertung der Versuche aMfikrotiterplatten erfolgtdiber die folgenden Schritte: Der
Trubungsgrad wurde zunéchst makroskopisch Uber Verglmidhden entsprechenden Positiv
und Negativkontrollerausgewertet unéh ein Schemaeingetragen. Zur Objektivierung der
Ergebnisse wurde dann eine EndpunktmesamgdJikrotiterplattenLesegerat durchgefiuhrt.
Nachblgend wurde in Abhangigkeit einebjektivierbaren Wachstuseine Safraniridrbung der
Testkavitaten angeschlossen und die Farbintensitat ebenfalls sowohl makroskopiscartetsgew

sowie Uber eine Absorptiemessung im Mikrotiterplattelbesegerat objektiviert.

Bei den Endpunktmessungen wiulée Trarsmission (Durchléssigkeit) von Licht mit 600n
Wellenlange durch die ztestenden Bakterienkulturdsew. Medien gemessen. Anhand der
Absorbance(Abschwéachung der Strahlung), die mit dem Tnidpsgrad der Bakterienkultur
korreliert, konnteso das Wachstumet Bakterien in den jeweiligen Testkavitaten eingeschatzt
werden.Die Auslesung der Ergebniszerr Bofilmbildung mittels Safranirirbung erfolgte

analogden oben beschriebenen Versuc{geB.4.1)
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3.5.1 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

In Versuclen zur minimalen Hemmkonzentration probiotisché@rlturiiberstande wurde das
planktonischéaVachstum und die Biofilmbildung voB. aureusund S. epidermids bei Zugabe
unterschiedlich hochufikonzentrierteKulturiberstandeintersuchtPrinzip der MHKVersude

ist die Inkubation von Bakterienkuren gleichbleibender Konzentration mit einem
antimikrobiellen Stoff in absteigender Konzentration auf einer Mikrotiterplatte. Beurteilt bzw.
gemessen wird nach Inkubationsende dann der Tribungsgrad in den jewdig&iten,
welcher mit den Bakterienwachstum korreliertDiejenige niedrigste Konzentration der
vorgelegten antimikrobiellen Substanz, die gerade das Wachstum verhindern mag und daher zu
keiner Tribung in der Testkavitat fuhrt, wird als minimale Hemmkdnagon bezeichnet
Ebenfalls in den Testkavitaten gewachsener Biofilm kann im Anschluss Uber die Farbung mit

Safranin quantifiziert werdeler Versuch wurde wie folgt durchgefthrt

Tag 1:Ansetze vonUbernachtkulturen vo&.aureusin CB-Medium undS.epidermidisin TSB-

Medium Beschichten deavlikrotiterplattenmit humanen Fibronein.

Tag 2: Zunachst wurden 20l des jeweiligen Kulturiiberstandes in die senkrechte
Kavitatenr g sowie 1004 $ip di¢ tNegétivpobe in die letzte Spalte der
Mikrotiterplatte gegeben. Ab der Spalte wurden je 100l des entsprechenden Nahrmediums
aufgetragen. Danach wurde der Kulturiiberstdach vorsthtiges Pipettiereines 100ul
Aliquots von Kavitat zuKavitat seriell verdiinnt. Im Anschluss erfolgte dim&aat von jeweils
100 pl Bakterienkulturin jede zuvor beflllteKavitat. Die Kulturen wurde dafur auf eine
Konzentrationvon 1x10"6KBE/ ml eingestellt. Durch diese Prozeduurde dieendgultige
Konzentratiorsowohl der Bakterien als dudes Kulturiibersindes auf die Halfte reduziert. Die
Mikrotiterplatten wurden dareerob inkubiert (37 °C, 5 % G4 Std.) Durch diegenanten
Verdinnungen ergaben sich sedf@nzentrationen bei urspriinglicher Zugabe vorfegth
aufkonzentrierten Uberstandddie Kulturiberstande hatten so de faetoe Konzentration von
15fach, 7,5fach, 3,75fach, 1,8fach, 0,9fach und 0,46ach der Ausgangskonzentration.

Die Mikrotiterplatten wurden stets so belegt, dass in jeder Versuchsreihe die dazugehérigen
Positiv (Staphylokd&kenim jeweiligen Medium) und Negativkontrollen (Medium abhangig von
Staphylokokken und Kulturiberstand in Hochstkonzentration) vorhanden waren. Jeder Reihe

wurde als technisches Replikat zweifach angelegt.

Tag 3: Die Auswertung Holgte makroskopisch undm MikrotiterplatterLesegrat als

Endpunkt und Absorptionsiessung
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3.5.2 Versuche zur zeitversetzten Einsaat der Kulturiberstéande

Es wurde untersucht, ob der Zugabezeitpunkt der Kulturiiberstande einen Einfluss auf Wachstum
und Biofilmbildung der Staphylokoldn hat. Die probiotischen Kulturiiberstande wurden daher

zu den Zeitpunkten 0,4 und 28tunden nach Einsaat der Baden in die Testkavitaten
hinzugegeberDie Gesaminkubationsdauer betrug fur diese Versuche 48 Stunden. Nachfolgend
der Versuchsaufbau:

Tag 1:Ubernachtkulturen wurderon S.aureusin CB- undvon S.epidermidisn TSB-Medium

angesetzt und didikrotiterplattenmit humanen Fibronektibeschichtet

Tag 2: DieBakterienkulturenvurdenunter Verwendung des jeweiligen Nahrmedidmesggestellt
(ca. 1x10"6 KBE ml) und zuje 100 pl pro Kavitat auder im Fall der Negativkontrolle
aliquotiert Die Negativkontrollen beinhalteten je 100 pl Mediumd 100 pl Kulturiiberstand,
siewurden fur 48 Stunden inkubiertntUReferenzwerte fur die Inkubation n&hund nach 48
Stunden zu erhaltemvurden 2 Positivkontrollen verwendetier erfolgteaul3erdendie Zugabe
von 100 pl des jeweiligen Mediums pro Kavit@lie vorletzte Spalte der Mikrotiterplatte
entsprach de48 StunderPositivkontrolle.Auf einer zusatechen Mikrotiterplatte wurden die 24
Stunden Positivkontrollen angelegs wurden direkt 00ul Kulturiiberstand in die vorgesehenen
Kavitaten zur Stunde fugegeben. Eingleichmafige Durchischung von Bakterienkultumd
Kulturiberstand im Verhaltnis1 wurdedurch wiederholtes Betétigen der Druckpipetieicht.
Die Kulturiiberstande gen somitstets in 15acher Konzentration vor. Dimkubationerfolgte
fur insgesamt 4&tundermit kurzen Unterbrechungen zu den Zugabezeitpunkten nach 4 und 24
Stunde (37°C, 5 % CQ).

Tag 3: Auswertung der 28tunden Positivkontrolle und Zugabe der Kulturtiberstdnde nach 24
Stunden.

Tag 4: Auswertungnakroskopisch und im Mikrotiterplattdresegerat

3.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die Rasterelektronenmikroskopiurde als zusatzliche Mdglichkeit gewahlt, um die Wirkung
probiotischer Kulturtiberstédnde zu untersuchen. Die Messungen im Mikrotiterjllatiegerat
bildeten die Grundlage fur eine quantitative Auswertung der Biofilmbildung. Die
Rasterelektronenmikroskmp erlaubte hingegendurch die detaillierte Darstellung der

Biofilmarchitektureine beisplhafte qualitative Auswerturder Versuchsergebnisse.

29



Methoden

Der Versuchsablauf erfolgte analog den zuvor beschmgbeé/ersuchemmit entsprechend
angepassten groRRerarolumina (s. 3.5). Deckglaschen dienten hier als Probentrager zur
Dokumentation des gewachsenen Biofilrbse Staphylokokken wurden in ueschichteten
Mikrotiterplatten mit 24 Kavitatenmit je einem runden, sterilen, mit humanen Fibronektin
beschichteteKundstoff-Deckglaschen preiner der 2&Kavitateninokuliert und fur 24 bzw. 48
Stunden unter aeroben Bedingungen inkubiert. Diese wurden nach Beenden eilegejew
Inkubationsdauer (8.5.1 und 3.5.2den Kavitaten vorsichtig mittels einer Pinzettgnomnen
undeinmalig mit 1XxPBS gespuilt. Danach wurden die Deckglaschen zur Fixierung in ndié 2,5
Glutardialdehyd geflillte Kavitatexiner neuen 2&KavitatenMikrotiterplattetiberfihrt und diese

im Kuhlschrank bei +4C gelagertDie dortige Fixierung erfolgt&ir mindestens 24 Stunden.
Die 2,5% Glutardialdehyd Lésung wurde zuvor durch Verdiinnen einét Ssammlosung mit

0,1M NatriumphosphatpuffgqugH 7,3hergestellt.

Im Elektronenmikroskopischen Zentrui@MZ) der Universitat Rostock fand dann die weitere
Prdbenvorbereitundir die Nutzung im REMMerlin VP compact, Carl Zeiss}dt. Die Proben
wurden im Anschluss an die Fixierumg einer aufsteigenden Alkoholreilemtwassert, mittels
KritischerPunktTrocknungmaschinellgetiockng und mit Gold beschichteAnhand diese
weiteren Verarbeitungsschritte wurden die Prdiielie Visualisierungm REM vakuumstabi

und elektrisch leitfahig gemacht

Hinsichtlich derDokumentation wurde fir jede Probe ein standardisiertes Vorgehgihitie
Zunachst wurde in 1Gfacher Vergrol3erung das gesamte Deckglaschen betrachtet bzw.
abgefahren. Danach wurden Aufnahmen eines Areals in 3 Vergrof&uiags/orgenommen.

Es wurde stets versucht mdglichst genau dasselbe Untersuchungsfeldaot&02.008acher

und 5.006facher VergrolRerunéestzuhalten. Di&00fache VergroRerunfungierteprimar als
Ubersichtaufnahme zur naheren Beurteilung des etwaig gewachsenen Biofilms und dessen
Verteilung. Die 5008ache Vergrof3erung diente hingegen vordergrindig zur genaueren
Darstllung der Morphologie von Biofilm bzw. einzelnen Bakterien. Die 2fa@be
Vergr°Cerung bel egt e al s aZwi schenfachehn ahm

VergréRerung.

3.6.1 Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie

Prinzip der REM ist dadlutzen eines Eldgkonenstrahls, der Uber die Oberflache einer Probe
wandert md dort in Wechselwirkung mit den Oberflaaeektronen tritt. Anhand der
Informationen Uber dge Interaktionen kann ein Bild mit hoher Scharfentiefe und in starker
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Vergrol3erung erstellt werdeWoraussetzung hierfur ist einerseits die Anlage eines Vakuums
dementsprechend eine vorhand&akuumsabilitat der Proben . frei seinvon Wasser und
Losungsmittelrund andererseits die Beschichtung der Probenoberflaclkeemt Schwermetall
wie z.B. Gld.

3.6.2 Probenpréaparation

Die folgerde Praparation der DeckglaschHand im EMZ der Universitat Rostock statt.
Entwasserung:

Die Probenwurden initialin einer aufsteigenden Alkoholreihe egissert. Daflr wurden diese
behutsam mit den einzelnen Proberilnin den Flussigkeitemmgesetzt:Zunachst wurden
die Proben zweimah 0,1 M NaPhosphatpufferpH 7,3 tGbergefihrt und fir 10 Sekunden
inkubiert. Im Anschluss Uberfiihrung in 3@ Ethanol mit 16sekiindiger Inkubation. Dann
Uberfiihrungin 50 % Ethanol mit 5 minutiger Inkubation. Danadnkubation fir 10 Minuten in
70 % Ethanol und 5 Minuten in 9% Ethanol. Zuletzt zweimaligir je 10 Minuten in 1006
Ethanol.

Trocknung:

Im Anschluss an die Entwasserung &eobenfand die Kritische-PunktTrocknung ineiner
Trocknungsanlagstatt (EMITECH K850, Quorum Technologies LtdBei der Trocknung
wurde zunachst das Ethanol der Probe schrittweise durch flissigesse@t und daraufhin die
Temperatur in der Probenkammer auf maximal 32 °C erhoht. Dies wiedéhui® zu einer
Erh6éhung des Drucks innerhalb der Probenkammer ao&iz Der kritischd>unkt war erreicht,

wenn das Cevom flissigen in den gasférmigen Aggregatzustand tiberging. Die Probe wurde so

schonend getrocknet.
Beschichtung:

Die Beschichtung degetrockneterPraparateerfdgte mittels einer Spezialbedampfuagkge
(BAL-TEC Sputter Coater), sodass die Olaetile der Proben mit einem d® dinnen Goldfilm
Ubezogen wurde. Dies waginerseitnotig, um die Materialien elektrisch leitfahig zu mache
und eine elektrishe Aufladung zu vermeiden. nllererseits ermdglichtdie aufgebrachte

Metallschicht das Erlangen einer h6heren Signalausbeute mit entsprechend erhdhter Bildqualitat.
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3.7 Statistik

Die statistische Analyse, das Erstellen von Diagrammendien@erechnung der Mittelwerte
sowie Standardabweichuergwurdenmit den ProgrammeMicrosoft Excelund IBM SPSS
Statisticsdurchgefiihrt.Soweit nicht anders erwahnt, wurden die Versuche in mindestens 3
biologishen Replikaten und jeweils eingsthnschen Replikat untersucht. Fir die deskriptive
Statistk wurden die Ergebnisse Ubéfittelwert und Standardabweichung beschriebgie
Teststatistik wurde mittels des Makivhitney-U-Tests berechnetyelcherin der Regelals
zweiseitiger Test durchgefiihrt wurdaie resultierenden-@Werte wurden wie folgt festgeleg:

<= 0,05 (*) als signifikant, p <= 0,01 (**ls hochsignifikant und p <= 0,01 (***) als héchst

signifikant
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4 Ergebnisse

4.1 Korrelation der optischen Dichte zur Lebendkeimzahl vorS. aureusund
S. epdermidis

Eine Voraussetzung fur die Durchfiihrung der Experimente dieser Arbeit wlér esrwendeten
Staphylokokkenkulturestets in einer reproduzierbaren und definierten Konzentration anfertigen

zu koénnen. Um dies zermoglichen, mussteviersuche duttegefihrt werden, die es erlaubten
anhand der ermittelten Daten eine Korrelation zwischen optischer DichtenofDund
Lebendkeimzalin (LKZ) von S. aureusund S. epidermidisherzustellen. Aus den
Versuchsergebnissen konnte dann eine Regressionsgeratit emad eine lineare
Geradengleichung errechnet werden, die den Zusammenhang zwischen den beiden Parametern
optischer Dichte und Lebendkeimzahl der untersuchten Bakterien darstellt. Diese
Geradengleichungen wurden dann flir Folgeversuche genutzt, umodizeri{rationen der

Staphylokokkekultureneinzustellen.

Kulturen vonS. aureusindS. epidermidisvurden in BHI-Fliissigmedim fur 8 Stunden bebrutet
(s. 3.1.3) Stundlich erfolgtendie Messung derODsoonm der Proben(Abb. 3), sowie die
Bestimmung der LamdkeimzahlefAbb. 4).

10

S. aureus

0,1 —S. epidermidis

log OD 600 [nm]

0,01

Zeit [h]

Abbildung 3: Entwicklung der optischen Dichte (OQoonm) von S. aureusund S. epidermidiKulturen Uber einen Zeitraum
von 8 Stunden.Dargestellt: Mittelwerte, n= 2
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S. aureusundS. epidermidizeigtenein ahnliches Wachstumsverhalten. Sie befanagnrach
ca. 2 StundemBebritung bei 37°n der exponentiellen Wachstumsphase. Die finale optische

Dichte (ODyoonm) Nach 8 Stundeimkubationbetrug furS. aureust,84 und furS. epidermidis
5,98.

In Abbildung 4 sind die Veranderungen der Lebendkeimzahl (LKZ) ®naureusund S.
epidermidisiber einen Zeibum von 8 Stunden dargestellt.

1,00E+10

1,00E+08 /o—._
N
N 1,00E+06
-
8’ S. aureus
— 1,00E+04

=S epidermidis
1,00E+02
1,00E+00
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [h]

Abbildung 4: Entwicklung der Lebendkeimzahlen (LKZ) von S. aureusund S. epidermidiKulturen Uber einen Zeitraum
von 8 StundenDargestellt: Mittelwerte, 2.

Die Entwicklung der Lebendkeimzahleder beiden Staphylokokken stiegp 2 Stunden
Inkubation anndhernd linear in einer halblogarithmischen DarstellunBiambweichungen

vom linearen Kavenverlauf erklaren sich aus der geringen Anzahl von Versuchswiederholungen.

Die finale Lebendkeimzahl betrug f8r aureu,44E+09und furS. epidermidi2,89E+09.

Die aus den Versuchsergebnissemmitteltan Regressionsgeradefir S. aureus und S.
epidermidissind nachfolgendargestell{Abb. 5 A-B).
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4,00E+09
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Abb. 5B

Abbildung 5 A-B: Korrelation zwischen optischer Dichte und Lebendkeimzahlanhand einer Regressionsgerade.
Ebenfalls abgebildet die lineare Geradengleichung fur diesen AusainangS. aureugAbb. 5 A), S. epidermidigAbb. 5B).

Anhand der Regressionsgeradeurden die folgenden Geradengleichumgaufgestellt Der
Lebendkeimzah¢ntspractiwdundder optischen Dichtgd .

Fir Staphylococcus aureus Lip x o p Yo
Fir Staphylococcus epidermidi® ofv T X p Yo

Fiur die Einstellung einer reproduzierbaren und definierten Bakterienkonzentration fur
Folgeversuche wurden in einem ersten Schiig obenstehenden Geradengleichungen
verwendet. Durch Einsetzen einer gewtnschten Lebendkeimzahl in die Gleichung konnte

diejenige ZielODeoonm ausgerechnet werden, auf die die Bakterien fur den jeweils folgenden
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Versuch eingestellt werden sollten. Nacimiiteln der ZielODeoonm konnte dann in einem
zweiten Schritt Uber eine weitere Rechnung anhand der untenstehenden Formel weiter verfahren

werden.

00QQa Qi WO O ®QE OWQDE & 6 GMQ &
I n di eser F Obgereesseée rdteg pri anc P had t o me@nhderiewdiliges t i mm
Probe einer mittels 1x PBS gewaschenen und verdiinnten Ubernacht&ttlumen A&
entprach dem zu bestimmenden Ausgamysmen, welches aus der verdinnten
! bernacht kul tur entODZiebmeenn twsep rd@babonrdiesng deki. e 1a
gew¢gnschten Lebendkei mz &blumendigdr eBnatkstperra cehn dkec
Volumen der neu anzufertigenden Bakterienkultuwelches fir die Durchfihrung des
darauffolgenden eigentlichen Versuchenétigt wurde Es konnte also durch Messen der
optischen Dichte im Photometer, sowie vorpen Festlegung des nétigen Ziglumens und
Errechnen der ZieDD das jeweils aus der verdiinnten Ubernachtkultur zu entnehmende

Volumen berechnet werden. Auf dee Weise wurden die Kulturefiir S. aureusund S.

epidermidisfir Folgeversuche reproduzierbar eingestellt.

4.2 Versuche auffestem Medium

FUr eire erste Einschatzung der antimikrobiellen Wirksamkeit orhamnosusGG undS.
salivarius K12 sowie deren Kulturiberstanden gegenuber den in dieser Arbeit verwendeten
Staphylokokken wurden Versuche auf BMjarplatten durchgefuhrt. Ziel war es einen
antimikrobiellen Effekt durch die eben genannten probiotischen Bakterien, einerseits mitels Ko
Kultivierung und andererseits mittels Verwendung von Kulturiiberstéanden, zu zeigen. Es handelte
sich dabei um Versuche zum Nachweis der prinzipiellen DurchfihrhdbkeiAuswertung der
Ergebnisse erfolgte makroskopisch, beurteilt wurden Wachstumsmuster sowie das
Vorhandensein von Hemmhofen auf deégarplatten. Insgesamt erwiesen sich beide
Versuchsreihen als nicht zielfuhrend, sodass im Anschluss nach weitererch\déitgin der
Darstellung eines durch die probiotischen Bakterien vermittelten antimikrobiellen Effekts

gesucht wurde.

4.2.1 Konkurrenztests

Ziel der Versuchsreiheu Konkurrenztests kekultivierter Bakterierauf festem Medium war der
direkte, makroskopisch sitbareNachweises der antimikrobiellen Potgrpbiotischer Keime.
Dabei sollten mdoglicherweise veranderte Wachstumsmuster beKuKwierung von

Staphylokokken mit den hier verwendeten probiotischen Keimen aufgezeigt weirdergrund
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war die Anmhme, dss probiotischBakterien antimikrobiell wirkende Substanzen sezernieren,
die Einfluss auf das Wachstum anderer Bakterienrhiabenten. Im Falle ddfo-Kultivierung
konnten diese Substanzen vermehrt sezerniert werden whieblsiosidtbar das Wachstunred
Nachbarkiltur beeinflussen.Dies wirde sich erwartungsgemafld in einem veranderten
Wachstumsmuster, vornehmlicler Verdrangaog der Staphylokokken#tur durch dieKultur

des probiotischen Keinmder der Ausbildog einedHemmhofes um das angrenzende Aceal

Kultur zeigen.Da auch in der nattrlichen Umgebung eine Zeitfolge bei der Besiedlung von
Oberflachen besteht, wurde dies im Versuchsaufbau nachvollzogen. Ferner wurden die
Wachstumsbedingungen variiert. Fur die Falle des probiotischen Stamni&saloder
Zweitkolonisatorwurde dessenProduktion von antimikrobiell wirkenden Substamzenter

diversen Inokulationsbedingungéherpruft.

Die Inokulationentsprechend praparierter Kulturerfiolgtezu jeweils 8pl auf BHHAgarplatten
(s. 3.3.). Es folgerexemplarischdBilder vonS. aureudzw. S. epidermidisn Ko-Kultur mit L.
rhamnosussG bzw.S.salivariusK12 (Abb. 6, 7)

Abbildung6 zeigt dieBakterien inibereinandeinokuliertenKo-Kulturen.

Abbildung 6: S. aureus(S.a.) bzw.S. epidermidigS.e.) in KaKultur mit L. rhamnosusGG (L) und S. salivariusk12 (S).
Staphylokokkenwachstum: dunkle Pfeilé@Vachstun probiotischer Bakterierneller Pfeil. Inokulation probiotischer Bakterien
Uber bzw. in die Staphylokokkeunltur (+), 16 Std. 37 °C.

Bei gemeinsamer Inokulation vad® epidermidismit S. salivariusk12 tberwuchsler heller
gefarbteStamm §. salivariusKk12) den dunkler gefarbte(s. epidermidis Dieserbzw. ein

verglechbarer Effekt konntbei den Gbigen Ko-Kulturen nicht erkannt werden.
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Abbildung7 zeigt die hieverwendeten Bakterien lrenachbarteKo-Kulturen.

Abbildung 7: S. epidermidigS.e.) bzw.S. aureus(S.a.) in Ko-Kultur mit S. salivariusk12 (S) bzw.L. rhamnosusGG (L).
Staphylokokkenwchstum: dunkle Pfeil&/achstum probiotisch®akterienheller Pfeil. Gleichzeitiges Aufbringen der Kulturen
unmittelbar ebeneinander (16 Std, 37 °C).

Bei unmittelbar benachbarténokulation vonS. epidermidisund S. salvarius K12 war zu
beobachten, dasowoh S. salivariusK12 in die S. epidermidiultur als auch umgekeh8.
epidermidisin die S. salivariuKultur einwuchs Deutlich UberwuchernduchsS. aureusn die
S. salivariusk12 Kultur bis zu deren fast vollstdiger Verdrangungln Ko-Kultur wurdeL.
rhamnosusGG stetsverdrangt oder tUberwuchert durdre Kulturen vonS. aureusund 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
Uber KoKultivierung einen durchn den Kulturiberstande enthaltene (MakrdMolekilen
vermittelten Einfluss auf das Wachstum detaphylokokkenzu demonstrieren. \fo L.
rhamnosu<cG undS. salivariusk12 in 24stindiger Inkubation sezernierten, moglicherweise
antimikrobiell wirkenden Substanzen wurden mit dem Kulturiberstand isoliert und gemeinsam
mit einerS. aureuwderS. epidermidi&ultur auf der Agarplatte inakiert. Die Verwendung von
Kulturiberstdnden in dieser Versuchsreihe bot weiterhin den Vorteil, dass man diese
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weitestgehendbeliebig aufkonzentrieren und dadurch moglicherweise in ihrer Potenz steigern,
sowie unkompliziert lagern konnte. Des Weiteren kennim Vergleich zu den erfolgten
Konkurrenztests mdogliche Faktoren wie Konkurrenz um Nahrstaffiéschen zwei
Bakterienkulturen ausgeschlossen werden. Beurteilt wurde die Hemmhofbildung, entweder um
zuvor in den Agar gestanzte Kavitdten oder um aufgetaacbschpapierplattchen. Zur
Demonstration eines eindeutigen Effekts solltdie Hemmhofe um die unterschiedlich

konzentrierten Kulturtiberstandame Breite von mindestens 2 mm aufweisen.

Zunachst wurden die Versuchat nicht aufkonzentrierten UberstamdeonL. rhamnosussG
Kulturen durchgefihrt (nicht gezeigt). Aufgrund eines ausbleibenden inhibitorischensEffek
wurden die Uberstande dannhiaher aufkonzentrientd=orm aufgetragerDieseVersuchsreihe
erfolgtein metreren Ausfiihrungen (8.3.2. Paraneter wiedie Methode der Aufkonzentrierung
der Uberstande, deren Konzentrationsstufe, die Methode zur Amfogndieser auf die
Agarplattei in Kavitaten oder durunden Loschpapigplattcheni und die Inkubationszler

wurden gezielverandert, unso aufieden Falkinen Effekt auf das Wachstum zeigen zu kénnen.

NacHolgend istexemplarisch die Exposition ein8r aureudzw. einerS. epidermidikKultur
gegenibes.salivariusK12 Kulturiiberstan@Abb. 8) gezeigt

I8

Abbildung 8: Agardiffusionstest. S. aureugA) und S. epidermidigE) '‘Rasen’, eingestanzte Kavitaterit S. salivariuK12 (S)
Uberstandn Hochstkonzentratigreeitgleich inkubier{24 Std, 37 °C,5% CQ).

Bei den durchgefuhrten Agardiffusionstestsgeisich insgesamt keine eindeutige, mehrere
Milli metermessende Inhibitionszone rund um die gestanzten Kavitaten. Makroskopisch konnte
daher einnhibitorischer Effekt sowohl der unaufkonzentrierten als auch der aufkonzentrierten
probiotischen Uberstandauf das Wachstum vors. aureusund S. epidermidisnicht

nachgewiesen werden.
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4.3 Eigenschaften probiotischer Kulturiiberstande

Uber die folgenden Versuchsreinen wurdeainige Eigenschaften der probiotischen

Kulturiiberstadnde naher unterstiahd herausgearbett

Vorrangig wurde die am besten geeignetdlethode fur die Aufkonzentrierungler
Kulturibestande in Bezug auf derddandhabungund antimikrobiellenPotenz erarbeitet
Aufgrund unterschiedlicher Herstelllsgyozesseaesultierten auch unterschiedlich wigkse
Kulturiberstande. Dies ermdglichte Ridkschlisse zu Eigenschaften wi6&r6Re und

Widerstandsfahigkeit der antimikrobiell&ubstanzen.

Des Weiteren wurdephysikalische Eigenschaften der Kulturiberstande naher untersucht und
hinsichtlich der Obdlachenpannung bewertet Dies geschah einerseitdurch eine
Kapillaritatsbestimmungder zu untersuchendétiissigkéenund andererseits Uber Bestimmung
der Dichte dieser Flgggkeiten. Diese Ergebnisse erlaubtezinen Rucksdiss auf eine

detergierend®Virkung cer Kulturiberstande.

4.3.1 Einfluss der Herstellungsart auf die Wirksamkeit

Aus den Ergebnissemon Vorversuchen wurde ein Einfluss der Heliangsart auf die
Wirksamkeit der Kulturiberstéande vermutet. Die unterschiedlichn Methoden der
Aufkonzentrierungsollten daher hinsichtlich der Wirksamkeit ihres Endprodukts miteinander
verglichen werden(s. 3.2.1). Ziel wares die fur die Aufkonzentrierungm bestergeeignete
Methode bezlglich @mikrobieller Potenz sowiélandhabung zu ermitteln. Die Ultrafiltration
botden Vorteil einer vergleidweise zlgigen Herstellung innerhalb weniger Stussdene die
Mdoglichkeit die gewonnesn Proben durch Waschvorgénge entsalzen Die Lyophilisation
erlaubte jedochdass ach kleinste Molekiile in deKulturiiberstandewahrendder Herstellung

nicht verloren gingen

Es wurdenVersuchsreihen auf Miotiterplattendurchgefuhrtdie in inrem prinzipiellen Aufbau
der Bestimmung minimaler Hemmkonzentrationen von Antibiotika entlehnt wWar&b.J).
Aufgrund der hier erzielten Ergelee wurden die Kulturiiberstdnde dann fur die weiteren

Versuche dieser Arbeit mittels/@philisationaufkonzentriert.

Hinsichtlich degplanktonischeWachstumsverhaltens konnte Giber Endpunktmessy&P)im
MikrotiterplatternLesegerat eine erste Einschiitg der Wirksamkeit der mittels Ultrafiltration
oder mittels Lyophilisation hergestellten Uberstande vorgenommen werden. Nachfolgend
der Effekt unterschiedlich aufkonzentrierter Kulturiberstdnde auf die optische Dichte von

BakterienkulturerausVersichen mit unbeschichteten Miktierplatten gezeigfAbb. 9).
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Abbildung 9: Effekt aufkonzentrierter probiotischer Kulturtibe rstdnde auf das Staphylokokkenvachstum.Ohne Zusatz
(Staphylokokken in Medium), URJ(trafiltration), Lyo gesam{Lyophilisation), lyo UF (lyophilisiertedUltrafiltrat), alleinige
Lyo (alleinige Lyophilisation). Beispielhaé Darstellung fur den Zusata 25 %iger KonzentratianEndpunktmessungen
(ODsoonm) Nach 24 Std n= 3. DargestelltMittelwerte, Stardardabweichungerstatistischsignifikante Unterschiedawischen
UF und Lyo gesamt

Die ODsoonmder Proben, dieinemdurch Lyophiliséion aufkonzentrieen Uberstand exponiert
wurden, wadeutlich niedriger als dien Fall der Exposition gegenibgurchUltrafiltration auf
konzentrierter Kulturiberstandeyophilisiertes Ultrafiltrat und alleinige Lyophilisation wurden

in der obenstehenden Abbil dung unter aLyoph
wurden zur Darstellung zusammengefasst, umdsndichere Abgrenzung zur Ultrafiltration zu
schaffen. Des Weiteren wurden zu Ubersichtszwecken Parameter wie die verwendeten-Staphylo
kokken und die verwendeten Kulturiib#nde zusammengefasst. Ddfffekt bei beiden
Methoden zur Lyophilisierung einzelmetrachteterwies sich alsihnlich. Die alleinige Lyo
philisationnahmeine Zwischenstellung zwischen Ultrafiltration und lyophilisiertem Ultrafiltrat

ein. Das lyophilisierte Ultfiltrat wiesdabeigemessen an demedrigsten Werteder ODsoonmin

der ERdie starkste Wirkung auf das BakterienwachstumAdigrdingsistdie Herstellung mittels
Ultrafiltration und Lyophilisation besonders aufwandig und kostspielb@her wurde die
alleinige Lyophilisation als im Vergleich zur Ultrafiltration wirksamere imdBezug auf die

Herstellung im Vergleich zum lyophilesiten Ultrafiltrat praktikabler&lethode festgelegt.

Die Versuchezum Einfluss unterschiedlich aufkonzentrierter Kulturiberstande auf das
Biofilmwachstum warenaufgrund einer ungenigenden Biofilmbdiing der verwendeten

Bakterien nicht hinreicheraussagekréaftig.
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Zusammenfassend ist aus diesen Versuchen zu schlie@esn,die wahrscheinlich fur die
antimikrobielle Wirksamkeit verantwortlichen Molekule von einer geringen Grof3e sind. Bei der
Ultrafiltration werden Stoffe mit eineMIMWL unter 3 kDa herausgefiltert und stellen somit
keinen Bestandteil der aufkonzentrierten KulturiiberstandeAds diesem Grund wurde zum
Vergleich die Herstellung von lyophilisierten Ultrafiltrat sowie alleinig lyophitisie Proben
vorgenommen. Die in beiden Féallen resultierende geringere optische Dichte spricht fur ein
vermindertesWachstum der exponierten Bakteriand damit fir die Anwesenheit voim
Gegensatz zur Ultrafiltrationoch vorhandenen antimikrobielleBubsanzen. Ebenfalls kan

man von einer hohen Stabilidieser Substanzen ausgehen. Im Zuge des Herstellungsprozesses
wurden die Kulturiiberstandaehrmalsbis zu-80° C tiefgefroren undufgetautohne dass die

antibiotische Wirkung verloren ging.

4.3.2 Kapillaritd tsbestimmung

Die Kapillaritatsbestimmung, bzw. die Ermittlung der Steigh6hen ausgewahlter Flissigkeiten in
einer Kapillareist fur die Berechnung der Oberflachenspannung von Flissigkeiten wightig.
war von Interesse, ob die verwendeten probiotischeruillerstédnde die Oberflachdmew.
Grenzflachenspannung der Suspensionen in denKbe#ititen herab oder hinaufseten.
Anhand der Zusammenschau dieser Ergebnisse sowie der Bestimmung der deichte
Flussigkeiten konnten RuUckschlisse dartber gdaof waden, ob diesedetergierende
Eigenschaften aufvssen und die probistchen Kulturiiberstande so die Oberflaclurdaenz der

Staphylokokken und folglich deren Biafibildung beeinflussen kmten.

Die Kapillarwirkung beruht auf dem Phanomen, dass Flussagkeaufgrund ihrer
Oberflachenspannung bei Eintauchen einer Kapillare in dieser emporstiigden hier
gezeigten Versuchewurden die Messungen der aufgestiegenen Testfllissigkeiten in den
Kapillarennach 30 Minuten Steigzarbrgenommen(s. 3.2.2und Alb. 10.
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Abbildung 10: Steighthenausgewahlter Testflissigkeiten in einer Kapillare LGG: L. rhamnosusGG CFCS, SK12S.
salivariusk12 CFCS. 4., Dargestellt: MittelwerteStandardabweichungen.

SignifikanteUnteischiede wamgleichermal3en zwischérGG bzw. SK12 und Sucrose, NaCl,
Spulmittel, BHI,PBS sowie Aqua dest. vorhand@ncht dargestellt)Die probiotischen Kultur
Uberstande ween signifikant hohere Steighdhen als drei der vier Positivkontrollen, Sucrose
2,5M, NaCI5M und Spulmittel auf. Im Gegenzug warere Steighdhen der Kulturiberstande
signifikant geringer als die der NegativkontrollsprichBHI, PBS und Aqua dest.

4.3.3 Bestimmung der Dichte sowie Oberflachenspannung

Analog derKapillaritatsbestimmung erfolgteelBestimmung der Dichte als weiterer Parameter,

um die Oberflachenspannung der jeweiligen Testflissigkeiten besser einschatzen bzw. direkt
ausrechnen zu koénnen. Da die Dichte der Testflissigkeiten Einfluss auf das eben beschriebene
Phanomen der Kapillarvkung hat, ist sie von Bedeutung fur die ebenfalls im folgenden
Abschnitt erlauterte Berechnung der Oberflachenspannung.

Es folgenzunéchst die Ergebnisse der Dichtebestimmungen der venganbestflissigkeiten
(s.3.2.3und Abb. 1).
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Abbildung 11: Dichte in g/cn? ausgewahiter TestflissigkeitenDie Bestimmung der Dichte erfolgte Giber Abwiegen von mit je
1.000 pl gefullterEppendordGefaRerauf der Feinwaage.

Die probiotischen Kulturiiberstdnde wurden in ihrer Dichte ledigimm der Sucrosedsung
Ubertroffen. Insgesamt ween beide Kulturiiberstande eine vergleichsweise hohe Dichte auf.

Die im vorherigen Kapitel ermittelten Steighthen der einzelnen Testflissigkeiten sowie deren
Dichtewerte korrelieren mit der OberflachenspargnDie Steighdhe der Testfliissigkeiten kann
vornehmlich entweder aufgrund einer erhdhten Dichte erniedrigt sein oder aufgrund einer
geringen Oberflachepannung. Ein Vergleich wamaoglich zwischen Sucrose und SK12, da

beide Flissigkeiteahnlich hohe Dilste aufwisen aber unterschiedliche Steighdhen. Im Versuch
erreiche SK12 eine hohere Steighohe in den Kapillaren als Sucrose. Diese Beobachtung legt
nahe, dass die Oberflachenspannung von SK12 wesentlich hdher sein misste als die der Sucrose

Anhand folggender Formel, und unter Kenntnis von Steighthe und Dichte der Testflissigkeiten
sowie des Innenradius der verwendeten Kapillarrohrchéigsst sich nun die

Oberflachenspannung der verwendeten Testflissigkeiten berechnen, um dies zu Uberprufen:

., - Qi
0 = Oberflachénspannung in kg/s
g = Schwerebeschleunigung 9,81 fn/s
h = Steigh6he in mm
r = Innenradius Kapillare 1,25 mm
] = Dichte der Testfl ¢ ssigkeiten in g/cm
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Nachfolgend die Ergebnisse fur die Berechnung der Oberflachemspg{Abb. 12:

Testflissigkeiten ~ Steighohenin mm Dichte in g/lcn?  Oberflachenspannung in kg/$

LGG 7,5 1,2202 56,1101
SK12 8,25 1,2656 64,0176
Sucrose 2,5M 45 1,3451 37,1121
NaCl 5M 5,75 1,0934 38,5474
A. dest & Spulmittel 8 0,9679 47,4754
Spulmitel 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 Steighohe, Dibte und Oberflachenspannung ausgewahiteFestfliissigkeiten.
Durch detergierend wirkende Stoffe wie zBpulmittel kann die Oberflachenspannung von
Flussigkeiten bzw. die Grenzflachenspannung zwischen Flissigkeit und fester Oberflache
reduziert werden. Dies fuhrt dazu, dass sich Stoffe besser mischen und wanider
GefalRwandungdharieren. Im Zuge derevsuche auf Mikrotiterplatten war von Interesse, ob die
dort beobachten Phanomene auf eine mdogliche Oberflactieieenz der Zielbakterien
zuriickzufiihren sind. Und inwiefern diese Adharenz moglicherweise auch durch detergierende
Bestandteile der verwenéet probiotischen Kulturiiberstde beeinflusst werden konnte.
Anhand des @ispielhaften Vergleichs von SR mit Sucrose lasst sich schlieRen, dass der
probiotische Kulturiberstand keine oder nur eine gerihgtergierende Wirkung aufweist.
Dementsprechendurftendie Oberflachergharenz der Zielbakteriemd damit deren Fahigkeit

zur Biofilmbildungnichtdurch eine Detergenzwirkung beeinflusstrden sein

4.4 Induktion von S. aureusund S. epidermidiBBiofiimen

In den bisherigen Versuchamrde einavenn nur gengflgigeBiofiimbildung bei Kultivierung
von S. aureusund S. epidermidisn BHI-Nahrmedium und unbeschichteten-lRévitaten
Mikrotiterplatten beobachtdttr Folgeersuche war jedoch ausgiebiger Biofilm Voraussetzung
fur den Erhalt aussagekréaftiger Bogesse DahermussterforderndeKultivierungsbedingungen

zur Ausbildung von Biofilretabliertwerden

In parallelen Versuchen wurde der Einfluss zweier Nahrmedien und unterschiedlicher
Matrixproteine auf die Biofilmbildung vorS. aureusund S. epidermidisuntersucht und
verglichen. Ziel war es die optimalen Kultivierungdingungen fir die ergiebigste
Biofilmbildung durch die Staphylokokken zu ermitteln und in weiteren Versuchen zu nutzen. Fur
die Quantifizierung von Biofim mitle Safraninirbung und amchlieRender

Absorptionsmessung im Mikrotiterplattdéesegerat wurdals unterer Grenzweeine ODsgonm
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von 0,05 festgelegtAufgrund der nachfolgend geschildertérgebnisse wurde in denevteren
Experimenten mit humanen Fibronektin beschichteten -K#vitéenMikrotiterplatten
weitergearbeitetS. aureuswurde stets in CBNahrmedium undS. epidermidisin TSB-

Nahrmedium kultiviert.

4.4.1 Einfluss des Nahrmediums

Eine Moglichkeit das Wachstum woBiofilm zu férdern, stellt die Wahl eines geeigneten
Nahrmediums darir dieserzweck wurdenTSB- und CBNahrmediumin friheren Studien
erfolgreich verwendetind daherhier hinsichtlich ihres Effektswuf die Biofilmbildung vonS.
aureusundS. epidermidiserglichen (s3.4.3und Abb. 13.

0,2 *kk *kk
0,18
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0

mTSB
CB

Absorption 492 [nm]

S. aureus S. epidermidis
Stamm

Abbildung 13: Quantifizierung der Biofilmbildung von S. aureusund S. epidermidisinter Verwendung von CB- und TSB-
Nahrmedium. AbsorptionsmessungODag2nm) nach Safranidirbung Biofilm: typischerweise abODagznm >0,05 = 3.
DargestelltMittelwerte, Standrdabweichungerstatistisch signifikante Unterschiede (*).

Die starkste Safraninfarbintensitat, und dementsprectenkraftigste Biofilmbildundgkonnte

bei der Verwendung von CRahrmedium beiS. aureus und TSBN&ahrmedium beiS.
epidermidis nachgewiese werden. Diese Unterschiede wareimotz sehr &hnlicher
Zusammensetzungen der Nahrmedien hochst signifikant fur jeden Stamm im Vergleiemmit d

jeweils anderen Nahrmedium.

4.4.2 Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberflache

Die Beschichtung der Versuchsoltéiche mithumanen Matrixproteinen steinen weiteren
Ansatz dar die Biofilmbildung vo8. aureusindS. epidermidigu unterstitzen. In der Literatur
fanden sich als héaufig verwendete Matrixproteine vor allem Fibrinogen, Fibronektin und

Kollagen |, de daherfir die folgenden Versuchausgewéhlt wurden. Die Staphylokokken
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wurden im Rahmen dieser Versuchsreihe auf beschichtetdfa\@@itenMikrotiterplatten
kultiviert und gewachsener Biofilm nach-8é&indiger hkubationm MikrotiterplattenLesegerat
quantifiziert 6. 3.4.2Abb. 14.

0,2
O 18 *%% *k*% *%%
0,16
0,14
0,12

0,1 m Fibronektin
0,08 [ Fibrinogen
0,06
0,04
0,02 Il

-
0

Absorption 492 [nm]

Kollagen |

S. aureus S. epidermidis
Stamm

Abbildung 14: Einfluss der Beschichtung der Versuchsoberflache mit humanen Fibronektin, Fibrinogen und Kollagen auf
die Biofilmbildung von S. aureusund S. epidermidis Absorptionsmessun@ODag2nn) Nach Safranidrbung. Biofilm:
typischerweise ab Ofsnm>0,05. = 3. DargestelltMittelwerte, Standardabweichngestatistisch signifikant&nterschiede zu
Fibronektin.

Unter Verwendung von mit humanen Fibronektin beschichtetdta98atenMikrotiterplatten

konnte die starkstentensitatder Safranirdirbungnachgewiesen werden. Beide Staphylokokken
bildeten also unter vorheriger Oberflachesthichtungmit Fibronektin den ergiebigsten
Biofilm. Die Unterschiede zu mit Fibrinogen und Kollagdmetchichieten Testkavitaten waren

fur S. epidermidihdchst signifikant. FUB. aureuskonnte ein hdchst signifikanter Unterschied
zwischen Fibronektin und Fibrinogen gezeigt werden. Die statistisch signifikanten Unterschiede

(***) in dem obenstehenden Diegnmerns pr echen dem jeweiligen Ve

Die vergleichsweise hohen Standavdieichungen in den Abbildungen 13 undsifd bedingt
durchdasZusammenfassen dé&rgebnisse unterschiedlichkombinationen von Stamm und
Medium.Bei detailliertem Betrachten einzelniéonstellationen wird offensichtlich, warum sich
fur die Konstellation Beschichtung mit humanen Fibronektin Meiwendung von CB
Nahrmedium zuKultivierung vonS. aureusund TSBN&hrmedium zuiKultivierung vonS.
epidermidisenschieden wurde (Abld5).
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Abbildung 15: N&ahrmedien-abhéngige Biofilmbildung in mit Fibronektin beschichteten Mikrotiterplatten .
Absorptionsmessun{ODasg2nm) Nach Safranirdrbung. Biofim: typischerweise atbD >0,05 n= 3. Dagestellt: Mittelwerte,
Standardabweichungestatistisch signifikante Unterschiede.

Es bestandehdchst signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Konstellatiooren
Stdmmen und Medien. Der ergiebigsBaofilm durch S. aureusvurde bei Beschichtunder
Versuchsoberflache mit humanen Fibronektin und Kultivierung iNaBrmedium erreicht. Fur
S. epidermididestanden die optimat Bedingungen fiir die Bildung von Biofilm ebenfalls in

der Beschichtung mit Fibronektiallerdings in Kombination mit SB-Nahrmedium.

4.5 Versuche zur Minimalen Hemmkonzentration (MHK) probiotischer

Kulturiiberstande
Die Versuchsreihe zuminimalen Hemmkonzentratiostellte eine objektive sowie genaue
Mdglichkeit dar, die Wirkung probiotischer Kulturiberstande auf Wachstum iafithidildung
ausgewahlter Staphylokokken zu untersuchen. In vorangegangenen Versuchen
Konkurrenztests und Agardiffusionstests auf festen Medien wurde sgiziidh ein &hnliches
Ziel verfolgt. Beide eher qualitativen Versuchsreihen erwiesen sich habsichtlich der

Demonstration eines eindeutigen, dukchthamnosu$G bzw.S. salivariusk12 vermittelten,

Zu

vorrangig antimikrobiellen Effekts auf die Staphylokokken als nicht ausreichend. Dieser

Umstand machte eine quantitative Prifung zur Wirkung peteni Kulturtiberstand
enthaltener prabtischer Substanzen notwendiDie Versudisdurchfiihrungerfolgte in mit
humanen Fibronektin beschichtet@éKavitdtenMikrotiterplatten bzw. dr die Untesuchung
mittelsREM auf mit Fibronektin beschichteten rund2eckglashen (s3.5.7).
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Der Effekt auf das planktonische Wachstum wuibder Endpunkhessungen bei Qfbnmbe-
stimmt (s. 3.5). Die Untersichungen zur Biofilmbildung erfolgte in zw8chritten: Vorrangig
wurde die Wirkung der Kulturiibegsice Gber Absorfion des Safraniafrbstoffsim Mikrotiter-
platterLesegerat gemessen 3s4.1). Zusatzlichwurden beispielhafzu jedem Untersuchungs

zeitpunkt vorhandene Biofilmstrukturen rasterelektronenmikroskopisch dokumese@).(

Initial erfolgtin Abbildungl16 A-D die rasterelektronenmikroskopische Datste der Positiv

(Staphylokokkenm jeweiligen Medium) sowie deNegativkontrollen (Kulturbierstand und
Medium).

Abbildung 16 A-D: RasterelektronenmikroskopischeDarstellung der Positiv und Negativkontrollen in 500-, 2.006 und
5.000facher VergroRerung.A= S. aureusCB-Medium 24 Stdinkubation. B =S. epidermidisTSB-Medium 24 Std. Inkubation.
C= CB-Medium/S. salivariuK12 CFCS, D= TSBMedium/L. rhamnosu&G CFCS
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4.5.1 Kultivierung von S. aureusunter Zugabe vonL. rhamnosusGG Kulturtiberstand
Nachfolgend wird die Wirkung von aufkonzentriertémrhamnosussG Kulturiberstand auf

planktonischesund Biofilmwachsturmvon S. aureuslargestell{Abb. 17A-B).
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Abbildung 17 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten L. rhamnosus GG Kulturiberstand (CFCS) auf das
Wachstum von S. aureus Abb. 17 A: optische Dichte (OBonn). Abb. 17 B: SafraninAbsorption (ODgznm. Biofilm:
typischerweise ab ODag2nm >0,05 PK= Positivkatrolle, NK= Negatikontrolle. = 4. Dagestellt: Mittelwerte,
Standardabweichungestatistisch signifikante kterschiede zur PK

Die optische Dichte de8. aureusKulturen @nderte sich in Abhéngigkeit der Konzentration des
L. rhamnosu$G Uberstanes.Zunéchst stieg die optische Dichte der Kulturen mit wachsender
Menge an Kulturiberstand, was einen Wachstfiimdernden Effekt nahelegt. Bei Verwendung
von 15fach aufkonzentrierten Uberstand war dann die optische Dicht& dereusKultur
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signifikant geringer als in der dazugehdrigen Pdsainirolle, was eian hemmenden Effekt

insinuiert.

Uber die Asorptionsmessung des Safraaibbtoffes konnte zu jeder Konzentratistge eine
optische Dichte (Ok2nn) > 0,05 und demesprechend Biofilm detektiert werden. Der
gewachsene Biofilm wanur bei Verwendung von Kulturiiberstand in HOochstkonzentration

signifikant geringer als in der dazugehérigen Positivkontrolle.

Die Biofilmbildung in Abhangigkeit der Konzentrationsstudes L. rhamnosusGG Kultur
Uberstandes wurde rasterelektronenmikroskopisersualisiert  (Abb. 18 A-F).
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Abbildung 18 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung vonS. aureusin Abhangigkeit der
Konzentrationstufe desL. rhamnosusGG Kulturiiberstandes. Darstellung deKonzentrationsstufe in 5602.000 und 5.000
facher VergroRRerung. Konzentrationen wie folgt: A:faéh, B: 7,5fach, C: 3,78ach, D: 1,8fach, E: 0,%ach und F: 0,4@ach.

Unabhangig vom Untersuchungszeitpukkinnte stets mehrschichtigéigchendeckender Bio
film detektiert werdenErwartungsgemal? zeigte sich bei Verwendung der Hochstkonzentration

desL. rhamnosu&G Uberstandes ein vergleichsweise geringes Biofilmwachstum.

4.5.2 Kultivierung von S. aureusunter Zugabe vonS. salivariusKk12 Kulturtiberstand
Der Bnfluss aukonzentrierterS. salivariusK12 Kulturtiberstéande aublanktonischesund

Biofilmwachstumvon S. aureusvird nachfolgend dargeste(iAbb. 19 A-B).
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Abbildun g 19 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten S. salivariusK12 Kulturiiberstand auf das Wachstum vorS.
aureus Abb. 19 A: optische Dichte (OBbonn). Abb. 19B: SafraninAbsorption (ODoznn). Biofilm ab ODag2nm>0,05 PK:
Postivkontrolle, NK: Negativiontrolle.n =4.Mittelwerte, Standardabweichungeignifikante Unhterschiede zur PK

Hinsichtlich der Olgoonm konnte mitder Verwendung von 1;tch aufkonzentriertem Kultur
Uberstandein mit steigender Konzentration zunehmendehnjbitorischer Effekt beobachtet
werden. Demgeringere Bekt in Hochstkonzentratiorst am ehesten durch digchwankungs

breite der entsprechenden Messergebnisse bedingt.

Der Zusammenhang zwischsteigender Konzentration des Kulturiiberstandsaimehmender
Biofimmasse war in den Absorptionsmessungebereits eindeutig ab der geringsten
Konzentratiorzu beobachten und tber alle KonzentrationsstkdesistentDie Biofilmbildung

in Abhangigkeit der einzelnen Konzentrationsstufies S. salivariusKk12 Kulturtiberstandes

wurdeebenfallsexemplarisch im REMisualisiert (Abb20 A-F).
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Abbildung 20 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung vonS. aureusn Abh&ngigkeit der
Konzentrationstufe desS. salivariusK12 Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in 500

2.000 und 5.006facher Vergroéf3erung. Konzentrationen wie folgt: A:faéh, B: 7,5fach, C: 3,75ach, D: 1,8fach, E: 0,9
fach, F: 0,46fach.

CNAS v 4

Die rasterelktronenmikroskopische Auswertung des Einflusses \#n salivarius K12
Kulturiberstand auf die Biofilmbildung vds. aureusorreliert eindeutignit den Ergebnissen

der quantitativen Messungen. Tatsachlich nahm die Masse und Schichtdicke des Biofilms mit
steigender Konzentration des Kulturiiberstands stetig ab, so dass schlief3lich bei Verwendung von
7,5 und 15fach aufkonzentrierten UberstandeskBiofilm mehr nachweisbar war.

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

Nachfolgend wird der Einfluss von aufkonzentriertenrthamnosusGG Kulturiiberstand auf

planktonischeisund Biofilmwachstunvon S. epidermidislargestell{Abb. 21 A-B).
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Abbildung 21 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten L. rhamnosusGG Kulturiiber stand auf das Wachstum von

S. epidermidisAbb. 21A: optische Dichte (OByonn). Abb. 21 B: SafraninAbsorption (ODQg2nn). Biofilm: typischerweise ab
ODu92nm>0,05. PK:Positivkmtrolle, NK: Negativkontrolle. m 4. Dargestell Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zur PK.

Insgesamt wuchsen di epidermidigulturen in Gegenwart voh. rhamnosu§$G Kulturiber
stand zu einer hoheren optische Dichte als in der Positivkontrolle heran. Bigrzd,8fachen
Konzentration nahm der Effekt stetig zu, ber 15facher Konzentratiowieder ab. Zsammen
schauend lasst sie eine wachststmsulierende Wirkung des Kultiberstands postulieren, die

maoglicherweisdei sehr hohen Konzentrationen durcdene Effekte Uberlagewird.

Der Einsatz desL. rhamnosus GG Kulturiiberstandes fihrte zu einem reduzierten
Biofilmwachstum im Vergleich mit der Positivkontrolle Das ungleichméRige Bildst

wahrscheinlictauf statistische Schwankungen in éiegntersuchag zurtickzufihren.
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rhamnosus GG

tuides L.

ionss
Kulturiberstandes wurde exempéamt im REM dokumentiert (Abl22 A-F).

Abhangigkeit der Konzentrat

In

Biofilmbildung

Die
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Abbildung 22 A-F: Rasterelektronenmkroskopische Aufnahmen der Biofilmbildung vonS. epidermidisn Abh&ngigkeit
der Konzentrationstufe desL. rhamnosusGG Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in-500
2.006 und 5.006facher VergréRerung. Konzentrationen wigyfoA: 15fach, B: 7,5fach, C: 3,75ach, D: 1,8fach, E: 0,%ach
und F: 0,46fach.

Die Ergebnisse der rasterelektronischen Untersuchung korrelieren mit derguantitativen

Biofilmmessungen.

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

Der Einfluss aufkonzentrierte. salivariusK12 Kulturiberstade auf planktonisches und

Biofilmwachstumvon S. epidermidisst nachfolgendiargestell{Abb. 23 A-B).
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Abbildung 23 A-B: Einfluss von x-fach aufkonzentrierten S. salivariusK12 Kulturiberstand auf das Wachstum vorS.
epidermidis Abb. 23 A: optische Dichte (OBonn). Abb. 23 B: SafraninAbsorption (ODeznn). Biofilm: typischerweise ab
ODa492nm>0,05. PK= Positivkntrolle, NK= Negativkotrolle. n= 4. Dargestellt: Mittelwerte, Standardabweichungen, statistisch
signifikante Unterschiede zur PK.

Auch hier stellen sichdie Mesergebnisse der QBnm zundchstuneinheitlich dar. Unter
Berlcksichtigung der statistischen Schwankungsbreiten esgiht jedoch wiederum eine
Tendenz: geringeMengen an Kulturiiberstand hatteceinen oder sogar einen leicht
wachstumsfordernden Effekt, ab der 3f@éhen Konzentration dann jedoch einen zunehmend

wachstumshemmenden Einfluss.

Die Biofilmbildung war unter érwendung von Kulturtiberstaddutlich reduziert, wobei dieser
Effekt mit steigeder Konzentrationnoch zunahm. Die Messwerte fur die 3f@bhe

Konzentration sind mit grof3ter Wahrscheinliclhleds Ausreifl3er zu betrachten.
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Nachfolgend die exentgrische Visualisierung deBiofiimbildung in Abh&nggkeit der

Konzentrationsstufe des S. salivarius K12 Kulturiberstades (Abb. 24 A-F).
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Abbildung 24 A-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Biofilmbidung von S. epidermidisn Abh&ngigkeit
der Konzentrationstufe desS. salivariusK12 Kulturiiberstandes. Darstellung der jeweiligen Konzentrationsstufe in -500
2.006 und 5.006efacher VergréRerung. Konzentrationen wie folgt: A:faéh, B: 7,5fach, C: 3,B-fach, D: 1,8fach, E: 0,%ach
und F: 0,46fach.

Die Ergebnisse der rasgdektronischen Untersuchg entsprechen deneder quantitativen
Messungen, v.ahohe Konzentrationen vo8. salivariusKulturiiberstand hatteeinen klar

reduzierenden Effekt aufalS. epidermidigiofiimmasse.

4.5.5 Vergleich der konzentrationsabhéangigen Wirkung probiotischer Kulturiiberstéande
Der Einfluss vori. rhamnosussG bzw. S. salivariusk12 Kulturiiberstand ayflanktonisches
Wachstum und Biofilmbildng der Staphylokokken wiat nadfolgend verglichen.Die
Gegenuberstellung basiert auf den quantitativen Ergebnissen der Brdpumk.
Absorptionsmessungen Zunachst wealen die Werte der optischen Dichte aller
Konzentrationsstufen der jeweiligen Kulturiiberstébae. de Werte der Safrain-Absorption
ausje viermalig durchgefiihrten Versuchéir eine erste vergleichend¥arstellung aufaddiert
(Abb. 25, 27). Im Anschluss erfolgdannjeweils hinsichtlich des planktonischemnd des
Biofilmwachstums eineGegeniberstellung ddsonzentratiosabhangigerEinflusses vonL.
rhamnosussG undS. salivariuK12 Kulturiiberstad (Abb. 26, 28).
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