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1 Einleitung

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose (Abb.1, Seite 2) stellt in den westlichen
Industrienationen die héufigste Herzklappenerkrankung iiberhaupt [1] und hinter
Arteriellem Hypertonus und der Koronaren Herzerkrankung, die dritthdufigste
kardiovaskuldre Erkrankung dar [2]. Durch den demographischen Wandel, mit einer
immer élter werdenden Bevolkerung, konnte in den letzten Jahren eine steigende Inzidenz
der Erkrankung beobachtet werden [3, 4].

Die Privalenz der Aortenklappensklerose, die als priklinische Vorstufe der Stenose
anzusehen ist, steigt im Alter rapide an und liegt in den Industrienationen bei 25% bei
den tiber 65-jahrigen und sogar 50% bei den tiber 85-jdhrigen [5, 6].

Schlussendlich entwickelt sich jedoch nur ein Teil dieser Aortenklappensklerosen mit
einer Progressionsrate von 2% pro Jahr, iiber mehrere Jahre, zur Stenose weiter und
betrifft damit ungefahr 2-7% der > 65-jdhrigen Europder [7].

Da fiir diese Erkrankung bis heute keine ausreichende medikamentdse Therapie
angeboten werden kann [8], stellen verkalkte Aortenklappenstenosen die haufigste
Indikation fiir einen operativen Herzklappenersatz in den westlichen Industrienationen
dar [9]. Der Goldstandard in der Behandlung der schweren symptomatischen
Aortenklappenstenose liegt aktuell im Aortenklappenersatz, der sowohl konventionell
chirurgisch als auch minimal invasiv iiber die kathetergestiitzte Implantation einer
biologischen Klappenprothese, durch Verdringen der nativen Klappe, durchgefiihrt
werden kann [10].

Die Erkrankung ist charakterisiert durch eine progressive Fibrosierung, Verkalkung

und damit Verdickung der Aortenklappe [1]. Uber Jahre hinweg kann dies eine schwere
Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstrakts bedingen [11], wodurch es zu einer
chronischen Druckbelastung des linken Ventrikels kommt, der darauf mit konzentrischer
Hypertrophie reagiert. In Folge dessen kommt es zu einer Zunahme des Wandstresses
und durch die hohe Nachlast zu einer reduzierten Ejektionsfraktion des linken Ventrikels
[12]. Dies kann sich durch Symptome in Form von Druckgefiihl auf der Brust,
belastungsabhéngiger Dyspnoe, Schwindel und Synkopen duBlern. Die meisten
Aortenklappenstenosen werden allerdings erst in einem sehr fortgeschrittenen Stadium
mit schwerer Obstruktion symptomatisch [13].

Anders als frither angenommen, handelt es sich bei der Aortenklappenstenose um einen
aktiven Prozess der Inflammation [14, 15], dessen Pathogenese noch nicht vollstindig

verstanden ist.



Da es allerdings Hinweise fiir einen Zusammenhang von subakuter Infektion und der
Entwicklung einer chronisch strukturellen Herzklappenerkrankung (sVHD) gibt [16, 17]
und auch einige Studien nahe legen, dass insbesondere das TAVI-Prozedere mit einer
hoheren Endokarditisrate assoziiert ist [18, 19], gilt es diesen Ansatz der Pathogenese
ndher zu betrachten. So interessiert v.a. die relative Haufigkeit der bakteriellen

Keimbelastung in chronisch strukturellen Aortenklappenstenosen.

Wenn ndmlich eine Infektion primér die Pathogenese von kalzifiziertem
Herzklappengewebe bedingt und eine mikrobiologische Anzucht von den in den
Verkalkungen persistenten Keimen gelingt, stellt dieses Patientenklientel im Besonderen
eine Risikogruppe fiir die Ausprigung einer akut infektiosen Endokarditis (alE) nach

interventioneller Klappenimplantation dar.
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Abbildung 1: A: Prdoperativer, echokardiographischer Befund eines 70-jdhrigen sVHD-
Patienten mit schwerer Aortenklappenstenose. Die Untersuchung wurde in der
Herzchirurgischen Poliklinik im Klinikum Grofshadern erhoben und dokumentiert.

B: Intraoperative makroskopische Darstellung einer In-situ massiv verkalkten, schweren
Aortenklappenstenose  eines  70-jihrigen Patienten mit Indikation zum operativen
Herzklappenersatz im Klinikum Grofthadern.

2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Aortenklappenstenose
Strukturelle Herzklappenerkrankungen spielen gesellschaftlich und wirtschaftlich eine
bedeutende Rolle [5], was es umso wichtiger macht, die noch nicht vollstindig

verstandene Pathogenese der Aortenklappenstenose genauer zu verstehen.



2.1.1 Atiologie und Pathogenese

2.1.1.1 Allgemeine Aspekte

In der Atiologie der Aortenklappenstenose ist zu allererst zwischen rheumatisch
bedingter Stenose, angeborener Verdnderung oder degenerativer, im Alter
vorherrschender Kalzifikation der Aortenklappe zu unterscheiden [1].

Wihrend die durch rheumatisches Fieber bedingte Klappenerkrankung in den westlichen
Industrienationen nur mehr sehr selten vorkommt [20], spielt die degenerative
Aortenklappenverkalkung eine immer bedeutendere Rolle [21] und stellt mittlerweile die
héufigste Herzklappenerkrankung in Europa und Nordamerika dar [22].

Obwohl es  zahlreiche Studien zur Pathogenese der degenerativen
Aortenklappenverkalkung gibt, konnte der pathogenetische Mechanismus bis heute nicht
vollstindig geklart werden [23].

Die meisten Studien unterstiitzen allerdings die gemeinsame Hypothese, dass es sich bei
der Kalzifikation der Aortenklappe um einen aktiven, zelluldren Prozess mit chronischer
Inflammation und nicht wie friiher angenommen, um einen passiven, degenerativen
Prozess handelt [24-26]. Wobei die Degeneration im Rahmen einer mechanischen
Uberbelastung und Verinderung des Flussprofils iiber der Aortenklappe nicht komplett
vernachldssigt werden kann, da beispielsweise kongenitale Vitien, wie die bikuspide

Aortenklappe, sehr hdufig zu Kalzifikationen und Stenosierung neigen [27].

2.1.1.2 Theorie der kardiovaskulidren Risikofaktoren

Seit Jahren besteht die Annahme, dass die klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren -
Diabetes, Hyperlipidédmie, Arterieller Hypertonus, Rauchen und familidre Vorbelastung
— auch bei der Pathogenese der kalzifizierenden Aortenklappenstenose (Abb. 2 Seite 4)
eine Rolle spielen [23, 28, 29].

Am haufigsten ist dabei wohl der Zusammenhang zwischen Akkumulation von oxidierten
LDL-Partikeln in der Aortenklappe und der Klappenverkalkung beschrieben [15, 28, 30,
31]. Dass Hyperlipiddmie eine Rolle bei der Pathogenese der Aortenklappenstenose
spielt, zeigt eine Studie tiber die Pravalenz der Aortenklappenverkalkung in Patienten mit
familidrer Hypercholesterindmie. Bei allen Patienten mit homozygoter FH konnte in der
Untersuchung eine Aortenklappenverkalkung festgestellt werden und auch Patienten mit
heterozygoter FH wiesen ein deutlich erhohtes Risiko fiir eine Herzklappenverkalkung

auf [32].



Die genaue Bedeutung der Lipidablagerung im Rahmen der Klappenverkalkung ist
jedoch weiterhin unklar, denn der Einsatz von Statinen und damit die Reduktion des
Cholesterinspiegels konnte in Studien das Outcome der Patienten mit

Aortenklappenstenose, anders als zu erwarten, nicht verbessern [33].

Abbildung 2: (A) Explantierte, schwer verkalkte Aortenklappenprothese eines 75-jdhrigen
Patienten - operiert in der Herzchirurgischen Poliklinik Grofshadern, Juni 2016, B: Explantierte,
native Aortenklappe mit grofen Kalkplaques einer 65-jihrigen Patientin mit Indikation zum
operativen Herzklappenersatz Januar 2017 im Klinikum Grofthadern.

2.1.1.3 Theorie des gestorten Calciumstoffwechsels

Ein weiterer wichtiger pathogenetischer Faktor, der zur Entstehung von kalzifizierenden
Herzklappenerkrankungen beitrdgt, wird in einer Stérung des Calcium- und
Knochenstoffwechsels gesehen [34].

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass es in der Entwicklung von kardiovaskuldren
Erkrankungen, wie der Atherosklerose und der kalzifizierenden Aortenklappenstenose,
zu Ablagerungen in Form von amorphen Calciumphosphat sowie der Bildung von harten
knochendhnlichen Verkalkungen kommt [15].

Anatomisch gesehen besteht die Aortenklappe aus 3 diinnen Schichten: der Fibrosa,
Spongiosa und Ventrikularis [8]. Diese Schichten wiederum beinhalten verschiedene
Arten von Zellen, von denen die Endothelzellen und interstitiellen Zellen den Hauptanteil
bilden. Die Endothelzellen schiitzen das darunterliegende Herzklappengewebe, indem sie
die Permeabilitit des Gewebes und die Adhésion von Entziindungszellen regulieren und
daneben auch die Differenzierung und pathologische Proliferation der interstitiellen

Zellen reduzieren [35]. Diese interstitiellen Zellen machen den GroBteil der
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Zellpopulation im Herzklappengewebe aus [36] und kommen in allen drei
Klappenschichten vor. Dabei stellt die Fibrosa die Schicht mit der hochsten und die
Spongiosa die mit der niedrigsten Zelldichte dar [35].

Man geht davon aus, dass diese interstitiellen Zellen, als Antwort auf eine
proinflammatorische Stimulation, eine Verdanderung ihres Phanotyps durchlaufen kénnen
[2]. So entwickeln sich diese interstitiellen Zellen von urspriinglichen
Fibroblasten/Myofibroblasten zu Zellen mit Osteoblasten-dhnlichen Eigenschaften [25].
Durch Endothelschdden wird es zirkulierenden LDL oder Lipoprotein(a) Partikeln
ermoglicht, sich in den valvulédren Interstitiellen Zellen abzulagern, um anschliefend im
oxidierten Zustand Zytokine und Entziindungszellen anzulocken [29]. Freigesetzte
Entziindungsmediatoren wie Leukotriene oder Prostaglandine aktivieren {iber spezifische
Rezeptoren die osteoblasten-dhnlichen valvuléren Interstitiellen Zellen und tragen so zur

strukturellen Verdnderung und Mineralisation der Aortenklappe bei [28].

2.1.1.4 Theorie der infektiosen Pathogenese

Mehrere aktuelle wissenschaftliche Arbeiten weisen auf einen Zusammenhang zwischen
kalzifizierenden Verdnderungen chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen und
einer subklinischen bakteriellen Infektion des Herzklappengewebes hin [17, 37-39]. Im
Rahmen der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit soll diese Theorie einer infektiosen
Pathogenese chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen anhand eigener

wissenschaftlicher Untersuchungen weiterverfolgt und genauer untersucht werden.

Klinische Hinweise im humanen Gewebe

In den 90er-Jahren des letzten Jahrhunderts untersuchten 3 Arbeitsgruppen unabhéngig
voneinander mehr als 600 nicht-endokarditische Herzklappengewebe von Patienten mit
chronisch struktureller Herzklappenerkrankung auf eine mogliche bakterielle Infiltration
[40-42]. Obwohl in diesen Studien aus 11-17% der Herzklappen typische Endokarditis-
Erreger isoliert werden konnten, interpretierten alle 3 Arbeitsgruppen die Befunde als
Kontamination des Klappengewebes [40-42]. Die folgenden Jahre waren von der
Etablierung sensitiver molekularbiologischer Nachweisverfahren geprigt, die auch
immer wieder herangezogen wurden, um bakterielle Erreger aus Verkalkungen chronisch
struktureller Herzklappenerkrankungen zu isolieren [17, 38, 43]. Auch hochaufldsende
Verfahren wie die Elektronenmikroskopie (Abb. 3 und 4, Seite 6) wurden in den letzten
Jahren zunehmend fiir den Nachweis von Bakterien im Herzklappengewebe etabliert

[44].



gruppiert auf der glatten Oberfliche einer nativen Aortenklappe ablagern. Dabei sind sowohl
teilweise zerstorte Kokken (B), als auch véllig intakte Kokken (C) auf dem Klappengewebe
erkennbar. Die Abbildung wurde freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Andreas
Oberbach. [44]

Abbildung 4: FIB-SEM basierte, ultrastrukturelle Darstellung von bakteriell infiltriertem
Herzklappengewebe. A/E zeigen zwei elektronenmikroskopische Darstellungen von nativen mit
Staphylococcus aureus infizierten Herzklappen. B-D sowie F-H (hoher auflosend) zeigen
Elektronenmikroskopische 3D-Rekonstruktionen (20000 Serienschnitte) von mit Bakterien
infiltrierten Monozyten im Herzklappengewebe. Die Bakterien zeigen sich sowohl intrazelluldr
(gelb) als auch extrazellulir (rot) im Gewebe. Zellkerne werden in der Abbildung blau und
Zellmembranen griin dargestellt. Die Abbildung wurde freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Prof. Andreas Oberbach [44]

So kommt seit Anfang des neuen Jahrhunderts wiederholt die Vermutung auf, dass der
Erreger Chlamydia pneumoniae nicht nur in der Entwicklung der Atherosklerose eine
Rolle spielt, sondern auch an der Pathogenese chronisch struktureller
Herzklappenerkrankungen beteiligt ist [45-47].

In Untersuchungen konnte der Erreger beispielsweise mittels Immunhistochemie und

PCR in kalzifizierten Klappenstrukturen nachgewiesen werden [43, 48].
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Chlamydia pneumoniae ist ein wichtiger Erreger einer Vielzahl respiratorischer
Infektionen und assoziiert mit 5-10% der ambulant erworbenen Pneumonien,
Bronchitiden sowie Sinusitiden. Der obligat intrazelluldre Erreger hat die Tendenz zur
Entwicklung chronischer Infektionen, beispielsweise iiber die Persistenz in Makrophagen
[16]. Zirkulierende Komponenten des Immunsystems konnen sich, nach intrazelluldrer
Aufnahme des Erregers, am Endothel und glatten Muskelzellen anlagern und diese zur
Apoptose zwingen. Chlamydia pneumoniae fiihrt zur vermehrten Expression von HSP-
60, wodurch die Produktion von Zytokinen, wie TNFa, IL-1B, IL-6, MMPs, induziert
wird. C. pneumoniae ist in der Lage CD4+ und CD8+ positive T-Lymphozyten zu
aktivieren und iiber den NF-kB Signalweg eine vermehrte Expression von Zytokinen und
eine dadurch ausgeldste Entziindungsreaktion zu induzieren [16, 37, 49, 50].

Die Entstehung von atherosklerotischen Plaques ist, wie zahlreiche Daten belegen,
gekennzeichnet durch chronische Inflammation, welche sich durch massive Infiltration
mit Lymphozyten, Makrophagen oder Schaumzellen darstellt [15, 16, 23]. Die
Vermutung, dass eine Infektion diesen Entziindungsprozess triggern und somit indirekt
die Pathogenese beeinflussen konnte liegt somit sehr nahe. Auch die Anwesenheit von
aktivierten T-Lymphozyten in atherosklerotischen Plaques weist auf einen lokalen
Immunprozess, der gegen lokal vorhandene Antigene gerichtet ist, hin [16].

In einer aktuellen Metaanalyse von Kaden et.al 2005 zum moglichen Zusammenhang
zwischen C. pneumoniae und kalzifizierenden Aortenstenosen konnte, aufgrund der
Heterogenitét der Studien und Patientenzahlen, jedoch kein eindeutiger Zusammenhang
festgestellt werden, wobei fiir die Kliarung weitere diagnostische und pathologische
Untersuchungen erforderlich sind [51].

Oralpathogene Bakterien der Mundflora spielen, wie in zahlreichen Sudien aufgezeigt,
bei der Entwicklung transienter Bakteridimien und in der Folge infektioser
Herzerkrankungen wie der Endokarditis eine entscheidende Rolle [17, 52, 53].

Seit Jahren vermuten zudem verschiedene Forscher, dass Bakterien der Mundflora nicht
nur bei akut infektiosen Herzerkrankungen eine Rolle spielen, sondern auch in die
Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen involviert sein konnten [52, 54].

Doch neben diesen klinischen Hinweisen, die deduktiv versuchen die Pathogenese der
Aortenklappenstenose zu erkldren, existieren auch Tier-Experimente, in denen versucht

wurde, iiber induktives Vorgehen den genauen Mechanismus zu kléren.



Tier-experimentelle Untersuchungen

In einem Tier-Modell von Cohen et.al. 2004 wurde ein Zusammenhang zwischen
subklinischer bakterieller Endokarditis und Kalzifikation der Aortenklappe néher
betrachtet, indem mehrere Gruppen weiller Hasen mit Kolonien von Corynebacterium
matruchotti sowie Strept. sanguis beimpft und postmortem deren Aortenklappen
untersucht wurden. Uber 93% der Hasen, die kombinierte Injektionen mit
Corynebakterien und Streptokokken erhielten, entwickelten grof3e Kalzifikationen an der
Aortenklappe, wihrend in der Kontrollgruppe, die lediglich mit Kochsalz-Infusionen
behandelt wurden, kein Nachweis von Kalkablagerungen an der Herzklappe erbracht
werden konnte. Die Tiere wurden iiber eine Zeitdauer von 50 Tagen untersucht, sodass

sich die groBBen Kalzifikationen bereits nach kiirzester Zeit entwickeln konnten [55].

Molekularbiologische Untersuchung

Einen weiteren Hinweis fiir die Theorie eines Zusammenhangs zwischen bakterieller
Infektion und Entwicklung struktureller Herzerkankungen liefert beispielsweise eine
Studie von Nakano et.al.2006, in welcher der PCR-Nachweis genetischen Materials von
Streptokokkus mutans, einem in der Mundflora residentem Bakterium, in zahlreichen
explantierten Herzklappen sowie atheromatdsen Plaques erbracht werden konnte [52].
Allerdings konnte in den meisten durchgefiihrten Studien lediglich die DNA mehrerer
bakterieller Spezies in Herzklappengewebe oder atherosklerotischen Ablagerungen [16,
17, 51] und nicht der direkte kulturelle Nachweis der Bakterien erbracht werden.

Daraus ergibt sich die Frage, ob Bakterien auch in der Tiefe von atherosklerotischen und
kalzifizierenden Plaques nachgewiesen oder mdglicherweise daraus sogar angeziichtet

werden konnen und somit ein direkter Nachweis erbracht werden kann.

Pathomechanismus der bakteriellen Kalzifikation von Herzklappengewebe

Bakterien sind auflerdem in der Lage Verkalkungen zu produzieren, wobei mehrere
mogliche Mechanismen identifiziert wurden [56-58]. Streptokokkus salivarius und
Streptokokkus sanguinis sind iiber die Erhdhung des dentalen pHs, bedingt durch die
Aktivitdt der Arginin-Deaminase, in der Lage Kalkablagerungen aus Harnstoff und
Ammoniak zu bilden [56].

Auch Corynebacterium matruchotii oder Endokarditiserreger wie Streptokokkus mutans
sind assoziiert mit einer Mineralisation, die ebenfalls iiber eine pH-Erhohung bedingte
Ausfillung von Calcium-Phosphat induziert wird [57]. Akute Infektionen hingegen

fihren zu einem Abfall des pH-Werts im Gewebe, wodurch die Aktvierung des
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angeborenen Immunsystems und damit eine Entziindungsreaktion getriggert wird [59].
Obwohl eine azidotische Stoffwechsellage nicht die ideale Lebensbedingung fiir viele
bakterielle Erreger darstellt [60], sind einige Erreger dennoch in der Lage extreme pH-
Werte zu iiberleben [61] und den transienten Stress ideal zu nutzen, indem sie die Bildung
von toleranten bakteriellen Persister-Zellen induzieren [62].

Zudem sind einige Erreger, wie z.B. Strept. tigurinus, neben der Féhigkeit zur
Kalzifikation, auch mit der Entstehung invasiver Infektionen, wie z.B. der alE, assoziiert
[58].

Diese Berichte iiber den Nachweis von Bakterien in klinisch nicht akut infektiosem
Gewebe [16, 51, 54], lassen die Vermutung auftkommen, dass subakute/subklinische
bakterielle Infektionen einen Beitrag in diesem aktiven Entziindungsprozess der
Pathogenese struktureller Herzklappenerkrankungen leisten.

Es ist unbestritten, dass Bakterien eine Vielzahl von Uberlebensstrategien entwickelt
haben, um im Gewebe und intrazellulér zu iiberleben, resp. sich zu vermehren. Fiir das

Herzklappengewebe jedoch wurde noch kein spezifischer Mechanismus nachgewiesen.

2.1.1.5 Bakterielle Uberlebensstrategien

Wie gelingt es den Bakterien allerdings, in den Verkalkungen der strukturell verdnderten
Herzklappen zu {iberleben? Dafiir lohnt es sich mdgliche Uberlebensstrategien
unterschiedlicher Bakterien und ihre Fahigkeit zur Persistenz im menschlichen Gewebe
nédher zu betrachten.

Immer wieder kommt es zu persistierenden oder rezidivierenden bakteriellen Infektionen
durch bestimme Bakterien, bei denen, basierend auf wissenschaftlichen Erkenntnissen,

bakterielle Persister-Zellen eine bedeutende Rolle spielen [62, 63].

Bakterielle Persister-Zellen: eine alternative Uberlebensstrategie

Bakterielle Persister-Zellen stellen eine kleine phianotypische Variante von sehr langsam
oder nicht-wachsenden Zellen einer bakteriellen Population dar, die eine hohe Toleranz
gegeniiber antibiotischen Substanzen aufweisen [64]. Toleranz bedeutet in diesem
Zusammenhang keinesfalls Antibiotika-Resistenz. Transient tolerante bakterielle
Persister-Zellen kénnen eine hochdosierte antibiotische Langzeit-Behandlung tiberleben,
obwohl sie gegen die antibiotische Substanz an sich sensibel sind. Nach Beendigung der

antibiotischen Therapie sind bakterielle Persister-Zellen wieder in der Lage sich zu teilen,



sodass sie mit dieser evolutioniren Strategie das Uberleben der Population sichern [61,
65].

Bakterielle Persister-Zellen verschiedener bakterieller Spezies weisen unterschiedliche
Mechanismen der Gewebepersistenz auf. So werden beispielsweise Toxin-Antitoxin
(TA) - Systeme in Escherichia coli in einen engen Zusammenhang mit der Persister-Zell-
Bildung gebracht.

In diesem Fall wird das von E.coli gebildete toxische HipA Protein durch das HipB
Antitoxin neutralisiert, welches wiederum {iber die sogenannte Lon-Protease abgebaut
werden kann. Dies ermdglicht es dem HipA Protein eine Art zelluldre Stilllegung und
damit die Bildung von bakteriellen Persister-Zellen zu induzieren [66, 67].

Solche TA-abhéngige bakterielle Persister-Zell-Formationen existieren auch im Rahmen
chronischer Salmonella oder Pseudomonas- Infektionen [62, 68].

Auch Staphylococcus aureus ist in der Lage iiber die Bildung solcher bakterieller
Persister-Zellen eine stationédre Phase zu erreichen, in welcher die Bakterien weitgehend
tolerant gegen zahlreiche Antibiotika sind [69].

Diese Strategie der bakteriellen Persister-Zellen wird als sehr heterogen und aus
multiplen Mechanismen bestehend gesehen. So kann man eine zeitabhidngige Persistenz
von einer dosisabhidngigen Persistenz unterscheiden, die in einer voriibergehenden
Uberexpression von Efflux-Pumpen besteht und somit eine Antwort auf transienten
Stress darstellt [66]. Bei der Zeit-abhingigen Persistenz kommt er iiber eine Down-
Regulation des Stoffwechsels zu einer verminderten Zellteilung, wodurch beispielsweise

bakteriostatische Substanzen ineffektiv werden [70].

Bakterielle Biofilme

Eine weitere Uberlebensstrategie die Bakterien zur Persistenz im menschlichen Gewebe
befdhigt, ist die Biofilm-Bildung. Auch der wohlbekannte und gefiirchtete Erreger
Staphylococcus aureus zéhlt zu den Biofilm-bildenden Bakterien. Biofilme stehen mit
einer Vielzahl an Staphylokokken-assoziierten Infektionen, wie Osteomyelitis,
chronischen Wundinfektionen oder der Endokarditis, im Zusammenhang [71-73].
Biofilme konnen aus einer Vielzahl von Adhidsionsproteinen, Exopolysacchariden oder
Extrazelluldirer DNA sowie einer Kombination daraus bestehen. Biofilme schiitzen die
Bakterien vor einem Angriff des Komplementsystems oder der Phagozytose und gelten
als relativ tolerant gegeniiber antibiotischer Durchdringung [74, 75].

Erkenntnisse von Keren et.al. 2004 legen nahe, dass bakterielle Persister-Zellen auch in

Biofilmen nachweisbar sind und diese Kombination aus Biofilm und residenten
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bakteriellen Persister-Zellen als additive Uberlebensstrategie zu verstehen ist [76]. So
konnte es sein, dass mdglicherweise genau diese bakteriellen Persister-Zellen, nach
Induktion der Inflammation und Anlagerung an das Herzklappengewebe, dort

persistieren und somit die Pathogenese struktureller Herzerkrankungen mitbedingen.

Bakterielle Exo- und Endoproteine

Ein  weiterer =~ Mechanismus, der in die  Pathogenese  struktureller
Herzklappenverdnderungen involviert sein konnte, ist die Freisetzung von bakteriellen
Proteinen.

Staphylokokkus aureus, ein hiaufiger Erreger der sowohl ambulant als auch nosokomial
erworbenen, akut infektiosen Endokarditis [77, 78], ist in der Lage das sogenannte [3-
Toxin freizusetzen [79].

Uber die Bildung von B-Toxin ist das Bakterium in der Lage humane Herzendothelzellen
direkt zu schiadigen [80]. Vorgeschéddigte Endothelzellen ermdglichen es den Bakterien
sich an der Herzklappe anzulagern und iiber die sekundédre Freisetzung von
Adhésionsfaktoren Thrombozyten zu rekrutieren und eine Aggregation dieser zu
induzieren. Dadurch werden die Umgebungsbedingungen an der Herzklappe fiir die
Bakterien angepasst [81]. Das freigesetzte B-Toxin hat zwei enzymatische Aktivitdten
und kann im Sinne eines Janusgesichts einer Sphingomyelinase und einer Biofilm-Ligase
entsprechen. Das 3-Toxin ist einerseits in der Lage tiber die Sphingomyelinase-Aktivitat
Immunzellen zu téten sowie {iber die Aktivitit der Biofilm-Ligase eine Biofilmbildung
zu initiieren. Dem B-Toxin wird auBBerdem die Fahigkeit zugesprochen, die Interleukin-8
Produktion in humanen Herzendothelzellen zu inhibieren und somit den lokalen
Immunprozess zu hemmen [80].

Die genannten Mechanismen fordern die Bildung von lokalen septischen Thromben, in
welchen Staphylococcus aureus moglicherweise vor dem Immunsystem geschiitzt wird
[81].

Wie diese zahlreichen Studien nahelegen, handelt es sich bei der Pathogenese der
Aortenklappenstenose wohl um ein multifaktorielles Geschehen, deren Mechanismus
noch nicht vollstindig geklédrt werden konnte.

All diese obengenannten Mechanismen werden in der Pathogenese der akuten
Herzklappenerkrankungen beschrieben und stirken die Hypothese, dass Bakterien einen
wesentlichen Beitrag in der Entwicklung und Progression chronisch struktureller

Herzklappenerkrankungen wie der Aortenklappenstenose leisten.
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Diese multiplen Uberlebensstrategien wie die genannten toleranten bakteriellen Persister-
Zellen oder die Bildung von Biofilmen sowie die Freisetzung von bakteriellen Proteinen
und der dadurch bedingten Verdnderung der Umgebungsbedingungen, sind als
Bestandteil der Pathogenese von strukturellen Herzklappenerkrankungen durchaus
denkbar. Unterschiedliche pathogenetische Mechanismen beeinflussen die klinische
Klassifikation und somit indirekt auch therapeutische Entscheidungen. Dies bedeutet,
dass unterschiedlich klassifizierte Stadien auch auf unterschiedliche Pathogenesen

zuriickgefiihrt werden konnen.

2.1.2 Klassifikation der Aortenklappenstenose

Das Spektrum der Aortenklappenverkalkung reicht von leicht und mittelgradiger, meist
noch asymptomatischer Stenose, bis hin zur Entwicklung einer schweren Stenose mit
dadurch bedingter Obstruktion des linksventrikuldren Ausflusstraktes, welche sich
sowohl asymptomatisch als auch mit unspezifischen Symptomen zeigen kann [82].
Echokardiographisch gelingt sowohl die Diagnosestellung als auch die Unterscheidung
der 3 Schweregrade einer Aortenklappenstenose.

Dabei spielt die errechnete Klappenoffnungsflidche, die maximale Flussgeschwindigkeit,
als auch der maximale transaortale Druckgradient eine Rolle [83].

Von einer schweren Aortenklappenstenose kann bei einer Klappenoffnungsfldche von
<1,0 cm?/m?, einem mittleren Druckgradienten von >40mmHg oder einer maximalen

Flussgeschwindigkeit des transaortalen Blutflusses von > 4m/s gesprochen werden [84].

TIS0.5 MI 0.1

s3s4
+61.6
+ AV VTI B |
Vmax 465 cm/s
Vm 329 cm/s
Max PG 87 mmHg
MPG 50 mmHg

Abbildung 5: Klinisch relevanter prdoperativer echokardiographischer Aortenklappenbefund
eines 62-jdhrigen Patienten mit hochgradiger Klappenstenose mit einem maximalen
Druckgradienten von AP > 40mmHg.
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Die echokardiographische 3D-Rekonstruktion (Abb.6) der verkalkten Aortenklappe
erlaubt auBerdem die rdumliche Zuordnung innerhalb anatomischer Strukturen und deren

Korrelation mit physiologischen und pathophysiologischen Verédnderungen [85].

TIS0.1 MI0.3

&)

3D-Schliige 1

PAT T: 37.0C
TEE-T. 41.3C

Abbildung 6: Prioperative dreidimensionale echokardiographische Rekonstruktion der massiv
verkalkten, stenosierten Aortenklappe, des in Abbildung 5 erwdihnten 62-jihrigen Patienten aus
der sVHD-Kohorte.

In den aktuellen amerikanischen Leitlinien zur Behandlung von Aortenklappenstenosen
wird die Aortenklappenstenose auflerdem in 4 Stadien eingeteilt:

Stadium A beinhaltet die bikuspide Aortenklappe und eine echokardiographisch
nachgewiesene Aortensklerose, Stadium B eine milde oder moderate Aortenstenose,
Stadium C und D sprechen von einer himodynamisch schweren AS ohne bzw. mit
Symptomen [86].

Studien zeigen allerdings, dass neben den drei zuvor genannten Kriterien, auch der
Schlagvolumenindex, als MaB fiir die linksventrikuldre Funktion und Leistung, v.a.
hinsichtlich seiner Bedeutung als unabhéngiger Pradiktor fiir die Mortalitéit der Patienten

mit Aortenstenose bei der Klassifikation beriicksichtigt werden sollte [87].

Einige Patienten mit symptomatischer AS weisen niedrige Flussraten, ausgeldst durch
linksventrikuldre Dysfunktion oder stark erhohte Nachlast, auf [88]. Daher wird die
schwere Aortenklappenstenose in den amerikanischen und europdischen Leitlinien zur
Behandlung von Klappenerkrankungen weiter in vier Untergruppen unterteilt. Diese
Unterteilung beriicksichtigt die Fluss- und Druckgradienten iiber der Aortenklappe:
Normaler Fluss/Niedriger Gradient (NF/LG), Normaler Fluss/Hoher Gradient (NF/HG),
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Niedriger Fluss/ Niedriger Gradient (LF/LG) und Niedriger Fluss/Hoher Gradient

(LF/HG). Dabei wird ,,Low flow* als ein Schlagvolumenindex <35ml/m? und ,,Low

gradient als Druckgradient <40mmHg definiert. [89, 90] Diese Gruppen unterscheiden

sich klinisch in ihren Behandlungsstrategien und Outcomes [87].

Tabelle 1: Graduierung der Aortenklappenstenose nach aktuellen amerikanischen Leitlinien

nach Nishimura et.al. [91].

Stadium Definition
A Risiko fiir AS
B Progressive AS

D: Schwere symptomatische AS
D1 Schwere symptomatische
hoch-Gradient AS (HG)

Schwere symptomatische
Niedriger-Fluss/Niedriger
Gradient AS (LF/LG) mit
reduzierter LVEF

Schwere symptomatische
Niedrig-Gradient AS (LG) mit
normaler EF, oder paradoxer
Niedrig-Fluss (LF) AS

Klappen Anatomie

-bikuspide Aortenklappe
(andere angeb. Vitien)

- Aortensklerose

- milde — moderate
Klappensegel-
Kalzifikation mit milder
Reduktion der
Klappenbeweglichkeit
-rheumatisch bedingt
Klappenverdanderung mit

-schwere Klappensegel-
Kalzifikation oder
kongenitale Stenose mit
stark eingeschrénkter
Klappenoffnung

-schwere Klappensegel-
Kalzifikation oder
kongenitale Stenose mit
stark eingeschrénkter
Klappenbeweglichkeit

-schwere Klappensegel
Kalzifikation oder
kongenitale Stenose mit
stark eingeschrénkter
Klappenbeweglichkeit

Fusion der Kommissuren

Himodynamik

- Vmax <2m/s

-milde AS:

Vmax 2,0-2,9m/s oder
mittlerer Druckgradient
(AP) <20mmHg
-moderate AS:

Vmax 3,0-3,9m/s oder AP
20-39mmHg

-Vmax >4m/s oder AP >
40mmHg
-Klappendffnungsfliche <
]cm2 (oder < 0,()Clnﬂ n2 ),
ev. grofer bei kombinierter
AS/AL

-Klappendffnungsfliche <
lem” mit Vmax < 4m/s
oder AP <40mmHg
-Dobutamin-Stressecho
zeigt eine
Klappenoffnungsflache <
lem” mit Vmax
-Klappenoffnung;

lem? mit Vmax, < 4m/s

gvolumenindex

2
<35ml/m

14

Himodyn.
Konsequenz
Keine

-ev. frithe LV
diastolische
Dysfunktion
-normale LVEF

-LV diastolische
Dysfunktion

-LV Hypertrophie
-ev. Pulmonaler
Hypertonus

-LV diastolische
Dysfunktion

-LV Hypertrophie
-LVEF <50%

-verdickte relative
linksventrikulédre
Wanddicke
-kleiner linker
Ventrikel mit
niedrigem

Fiillungsvolumen

-gestorte diastolische

Fiillung
-LVEF <50%

Symptome

Keine

Keine

-belastungsabhingige
Dyspnoe; reduzierte
Leistungsfahigkeit
-belastungsabhingige
AP-Beschwerden
-belastungsabhingige

Synkopen oder

-Herzinsuffizienz
-AP-Beschwerden
-Synkopen oder
Préasynkopen

-Herzinsuffizienz
-AP-Beschwerden
-Synkopen oder
Prisynkopen



In mehreren Studien zeigten sich die NF/LG Patienten mit der besten Prognose und den
wenigsten kardialen Ereignissen. Die Gruppe mit den niedrigen Flussraten und niedrigen
Druckgradienten (LF/LG) zeigten in einigen Studien ein schlechteres Outcome [88, 92].
Allerdings existieren auch Studien, in denen fiir Patienten mit AS mit hohem
Druckgradienten (HG) eine deutlich schlechtere Prognose im Vergleich zu den LF/LG
Stenosen nachgewiesen wurden [93, 94]. Insgesamt wird der besondere Stellenwert der
LF/LG Stenosen in Bezug auf die Behandlungsstrategien immer wieder kontrovers
diskutiert, wobei in einer Metaanalyse mehrerer Studien ein signifikant besseres
Uberleben durch operatives Management im Gegensatz zur rein konservativen Therapie

dargestellt werden konnte [95].

Vorstellbar ist, dass sich dieser Uberlebensvorteil durch die chirurgische Explantation der
Klappe und damit der potenziellen Elimination der bakteriellen Persister-Zellen und
Biofilme ergibt. Eindeutige Beweise des Zusammenhangs bleibt die Literatur jedoch
schuldig. Der eigene Forschungsansatz geht v.a. der Frage nach, in wie viel Prozent der
strukturell verdnderten Herzklappen mit einem klassifizierten Grad 2-3° ein
mikrobiologischer resp. molekularbiologischer Nachweis von Erregern mdglich ist. Es
bleibt zu vermuten, dass der Nachweis von Erregern in den strukturellen
Herzklappenerkrankungen sowohl im diagnostischen als auch therapeutischen Bereich
Anderungen hervorrufen wird.

Bis jetzt besteht eine Klasse IB/C Indikation zum operativen Klappenersatz, laut
aktuellen amerikanischen und europidischen Leitlinien 2017 [10, 89] lediglich fiir
Patienten mit hochgradiger symptomatischer AS, Patienten mit Indikation zur ACB-OP
oder OP der Aorta ascendens oder anderer Herzklappen, Patienten mit hochgradiger AS
und LVEF <50%, oder asymptomatischen Patienten mit AS und pathologischen
Belastungstests. Fiir LF/LG Stenosen liegt hingen nur eine Ila Empfehlung und fiir milde
sowie moderate Aortenklappenstenose liberhaupt keine Operationsindikation vor [89,
90]. Obwohl Leitlinien viele Entscheidungshilfen zur Behandlung liefern kénnen, muss
jeder Patient individuell hinsichtlich seines Risikos und Nutzen evaluiert werden, sodass
in vielen Fillen nicht pauschal eine Operationsindikation anhand der Leitlinien gestellt
werden kann [89].

Die eigene wissenschaftliche Arbeit legt die Grundlage fiir zukiinftige Uberarbeitungen
der Klassifikationsmodelle, sofern ein Zusammenhang zwischen Infektion, bakteriellen
Persister-Zellen und chronisch strukturellen Verdnderungen der Herzklappe

nachgewiesen werden kann.
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2.2 Strukturelle Herzklappenerkrankung versus akut infektiose Endokarditis

Gemeinsamkeiten der akut infektiosen Endokarditis und chronisch struktureller

Herzklappenerkrankungen

Die akut infektiose Endokarditis, eine meist durch Bakterien verursachte Entziindung des
Herzklappengewebes, stellt eine seltene, aber schwerwiegende Erkrankung dar, die,
dhnlich wie die unbehandelte schwere Aortenklappenstenose [96], mit hoher Morbiditét
und Mortalitét verbunden ist [97]. Es handelt sich um eine systemische Erkrankung, die
mit zahlreichen Komplikationen neurologischer, rheumatischer oder internistischer Natur
assoziiert ist [98]. Wie auch bei chronisch strukturellen Herzklappenerkrankungen gilt
der operative Herzklappenersatz als wichtige therapeutische Option, sodass in 50% der
Endokarditisfille [99] eine antibiotische Therapie nicht ausreicht und so die Indikation
zum operativen Klappenersatz friihzeitig gestellt werden muss. Dennoch liegt die Im-
Krankenhaus-Mortalitit der Patienten mit infektidser Endokarditis bei Infektion mit
beispielsweise Staphylococcus aureus trotz Behandlung bei bis zu 20-30% [100, 101].

Wie zuvor genannt, sind Bakterien auch in kiirzester Zeit in der Lage Kalzifikationen am
Herzklappengewebe zu bilden [55], sodass moglicherweise intraoperativ makroskopisch
eine akute Infektion von einer chronischen Klappenverindung nicht eindeutig zu
differenzieren ist. Wiirden suspekte Herzklappen mit intraoperativ morphologischen
Hinweisen auf eine infektiose Genese der Klappenverdnderung standardmiBig auf
ursidchliche bakterielle Erreger untersucht werden, konnten Hochrisiko-Gruppen
identifiziert werden, die von einer postoperativen Weiterbehandlung mdglicherweise

profitierten.

Wesentliche Unterschiede zwischen alE und sVHD

Die alE stellt sich klinisch nicht immer eindeutig dar, sodass sie sich sowohl in einer
akuten, sehr schnell fortschreitenden Infektion als auch als subakut oder chronisch
verlaufende Erkrankung mit nur milden und sehr unspezifischen Symptomen &uflern
kann [102]. Ein GroBteil der Patienten zeigt Allgemeinsymptome wie Fieber,
Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust, hdufig konnen auch pathologische Herzgerdusche
auskultiert werden [99].

Wihrend strukturelle Herzklappenerkrankungen meist allein {iber echokardiographische
Methoden diagnostiziert werden konnen [83], geschieht die Diagnose der akut infektidsen

Endokarditis in der klinischen Praxis iiber die modifizierten Duke Kriterien, welche
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klinische, mikrobiologische und echokardiographische Befunde beinhalten und in Haupt-
sowie Nebenkriterien unterteilt werden [103].

Die aktuellen europdischen Leitlinien zur Behandlung von nicht infektidsen
Herzklappenerkrankungen sehen keine mikrobiologische Diagnostik vor [104], da die
Hypothese einer infektiosen Pathogenese struktureller Herzklappenerkrankungen in die
diagnostischen Entscheidungen noch nicht integriert ist [10]. Aber auch in bis zu 30%
aller alE kann iiber mikrobiologische Diagnostik kein Erreger nachgewiesen werden
[105].

Die meisten Endokarditiden werden durch Staphylococcus aureus, gefolgt von
Streptococcus  viridans, Enterokokken und Koagulase-negative Staphylokokken
verursacht [106], sodass die Hypothese eines Zusammenhangs von subklinischer
Infektion und der Entwicklung chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen,

dhnliche Erreger in der Pathogenese vermuten lasst.

Die Identifikation des auslosenden Erregers ist essentiell fiir die Auswahl und Dauer der
Therapie und beeinflusst somit das Uberleben der Patienten [44]. Bei chirurgisch
behandelten Patienten mit alE besteht die Moglichkeit den auslosenden Erreger direkt in
explantiertem Klappen-Gewebe nachzuweisen, sodass auch bei Blutkultur-negativer
Endokarditis eine Erregerisolation gelingt [107]. Die histopathologische Untersuchung
der explantierten Herzklappe erreicht eine Sensitivitéit von bis zu 84% [108], wihrend die
Kultur explantierter Herzklappen eine sehr niedrige Sensitivitat von rund 25% besitzt und
anfillig fiir falsch positive Ergebnisse durch Kontamination ist [107-109]. Die niedrige
Sensitivitdt der kulturellen Erregerdiagnostik kann zum einen daran liegen, dass einige
Patienten bereits praoperativ antibiotisch behandelt wurden und zum anderen an dem
Vorhandensein von schlecht- oder nicht-kultivierbaren Erregern im Klappen-Gewebe

[110].

Molekularbiologische Verfahren wie Next-Generation Sequencing oder Breit-Spektrum
PCR-Methoden sind nicht nur sensitiver, spezifischer und schneller als die Gewebe-
Kultur, sondern auBlerdem in der Lage den GroBteil des Spektrums typischer
Endokarditis-Erreger auch in Patienten mit Blutkultur-negativer Endokarditis zu
identifizieren [111]. Durch Anwendung dieser Methoden konnte via 16S-rDNA gezeigt
werden, dass die alE durch einen polymikrobiellen Erregerbefall charakterisiert ist [44].
Dennoch wird die 16S-rDNA-PCR fiir die Diagnose einer infektiosen Endokarditis noch
nicht flachendeckend oder standardméBig in Europa eingesetzt [110-112].
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Studien weisen darauf hin, dass durch die Kombination aus standardmiBig
durchgefiihrter Gewebekultur und PCR-Sequenzierungsmethoden die diagnostische
Sensitivitdt erhoht und damit die postoperative Therapie verbessert werden kann [44]. Da
in einigen Studien in der Blutkultur andere Erreger als iiber PCR-Nachweis in der
explantierten Klappe identifiziert werden konnten, sind moglicherweise in manchen
Féllen die tiber BK nachgewiesenen Erreger nicht ursdchlich fiir die endotheliale
Entziindung der Klappe, wodurch auch die hohe Mortalitét der alE trotz antibiotischer
Therapie erklédrt werden konnte [44, 113].

Aus all diesen Erkenntnissen werden folgende Aspekte in der vorliegenden

wissenschaftlichen Arbeit adressiert:

1. Wenn die Pathogenese struktureller Herzklappenerkrankungen u.a. einen
infektiosen Ursprung hat und bakterielle Erreger wirklich in der Tiefe der
Kalzifikationen schlummern, miisste der Nachweis des genetischen Materials

dieser Bakterien iiber sensitive Sequenzierungsmethoden moglich sein.

2. Wenn bakterielle Persister-Zellen in strukturellen Herzklappenverdnderungen
vorhanden sind, miissten neben dem molekularbiologischen Erregernachweis,
einige dieser Klappen, wenn auch, aufgrund des reduzierten Stoffwechsels und

langsamen Wachstums erschwert, anziichtbar sein.

3. Die identifizierten Bakterien sollten immunhistologisch intramural im

Herzklappengewebe nachgewiesen werden.

4. Die immunhistologische Darstellung der sVHD-Pathologie sollte sich jedoch

wesentlich von der alE-Pathologie abgrenzen lassen.

5. Das klinische Outcome der Patienten mit struktureller Herzklappenerkrankung
sollte sich auch im Hinblick auf postoperative Beatmungsdauer,
Nierenersatzverfahren, ECMO-Anlage, Tracheotomie, Herzrhythmusstdrungen,
Schrittmacherimplantation, Sepsis und Re-Intervention wesentlich von der alE

unterscheiden.

6. In zusammenfassender Darstellung muss diskutiert werden, welchen Stellenwert
die molekularbiologische Diagnostik fiir die Pathogenese der sVHD hat und ob

sich ggf. therapeutische Konsequenzen daraus ergeben.
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3 Problemstellung

Mit dem Hintergrund sensitive serologische und molekularbiologische Analyseverfahren,
wie die Metagenomanalyse infizierter Herzklappen kiinftig in die klinische Routine zu
integrieren, um eine bessere Erregeridentifikation zu erreichen und damit die
Diagnosestellung zu erleichtern, wurde 2016 an der Herzchirurgischen Poliklinik in
GroBhadern die Untersuchung explantierter infizierter Herzklappen begonnen. Da es
intraoperativ hiufig makroskopische Ahnlichkeiten zwischen den Vegetationen einer
akut  infektiosen = Endokarditis und  Ablagerungen in  kalzifizierenden
Aortenklappenstenosen gibt und auch mehrere Studien, wie oben genannt, auf den
Zusammenhang zwischen subakuter Endokarditis und der Entwicklung struktureller
Herzklappenerkrankungen hinweisen, stellten sich folgende Fragen in Bezug auf eine

infektiose Pathogenese struktureller Herzklappenerkrankungen:

1. Bei welchem Prozentsatz an zufillig ausgewéhlten Patienten mit sVHD konnen
typische Endokarditiserreger wie Staphylococcus aureus, Streptokokken oder
Enterokokken nachgewiesen werden, ausgehend von einer infektidosen
Pathogenese als Ursache chronisch struktureller Herzklappenerkrankung?

2. In wie viel Prozent der Population unterstiitzt die mikrobiologische bzw.
molekularbiologische Diagnostik?

3. Sind die molekularbiologischen Expressionsraten der jeweiligen Erreger
quantitativ vergleichbar derer einer alE?

4. Sind die Erreger histomorphologisch intramural im Herzklappengewebe von
chronisch strukturellen Herzklappenerkrankungen nachweisbar?

5. Unterscheiden sich die immunhistologischen und histochemischen Befunde des
Herzklappengewebes von Patienten mit alE von denen mit sVHD?

6. Unterscheidet sich das Patientenkollektiv. mit sVHD und positivem
molekularbiologischen Befund in den Parametern des intra- und postoperativen

Outcomes von Patienten mit sVHD ohne Erregernachweis?

19



4 Material und Methoden

4.1 Materialien

Fir die vorliegende wissenschaftliche Arbeit wurden nachfolgend aufgelistete

Materialien verwendet.

4.1.1 Farbstoffe, Antikorper, Losungsmittel

Tabelle 2: Auflistung der in der Immunhistochemie verwendeten Farbstoffe, Antikorper und

Losungsmittel

Farbstoffe

Hexidiumiodid /. 500

SYTO 13 1: 200

Molecular Probes, Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Molecular Probes, Life Technologies
GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Antikorper

Anti-Staphylococcus aureus-Antikorper
(704 1: 100; ab37644)

CD14-Antikorper (1: 200; NBP1-40683)
CEACAM -6 / CD66¢c-Antikorper (1:
100; NB100-65005)

Alexa Fluor 488 (1: 50)

Alexa Fluor 647 (1: 500)

Abcam (Cambridge, Vereinigtes
Konigreich)

Novus Biologicals Europe (Abingdon,
Vereinigtes Konigreich)

Novus Biologicals Europe (Abingdon,
Vereinigtes Konigreich)

Invitrogen, Life Technologies (Eugene,
OR, US4)

Dianova (Hamburg, Deutschland)

Losungsmittel

Target Retrieval Solution pH 9,0
Go Taq G2 Green Master Mix

Dako (Carpinteria, Kalifornien, USA)

Promega Corporation (Madison, W1,
USA)
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4.1.2 Primer und Kits

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Primer zum molekularbiologischen Erregernachweis aus

dem Herzklappengewebe sowie notwendige DNA-Isolations-Kits

Primer und Sonden

Staph. aureus

saur-F: CAA AGC ATC CTA AAA AAG GTG Eurofins Genomics
TAG AGA (Ebersberg, Deutschland)

saur-R: TTC AAT TTT CTT TGC ATT TTC TAC  Eurofins Genomics
CA (Ebersberg, Deutschland)

saur-S: [FAM] TTT TCG TAA ATG CAC TTG Eurofins Genomics
CTT CAG GAC CA [BHQI1] (Ebersberg, Deutschland)

Propionibacterium acnes

GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
TTCCGACGCGATCAACCA Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
FAM-AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG- Eurofins Genomics
TAMRA (Ebersberg, Deutschland)

Enterococcus faecalis

GACAGGAAAGAAACTAGGAGGAC Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
AAACAGACACATCGTGCT Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
FAM-CACTTCTGCCGCCATACAACAA- Eurofins Genomics
TAMRA (Ebersberg, Deutschland)

Enterococcus faecium

CGTAGCATTCTATGATTATGAAGCC Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
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Tabelle 4: Weiterfiihrung der Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Primer sowie der DNA-

Isolations-Kits

Primer

Enterococcus faecium

CATCGTGTAAGCTAACTTCG

FAM-CAGATTCCAGCCGAAGTGCC-TAMRA

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Streptococcus pyogenes

GGRACACGTACCCAAAATGTAGGA

TCTTGAGCTCTTTGTTCGGTRTAG

FAM-CGTGACCAAAAAGGCGGCATGC-
TAMRA

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)
Eurofins Genomics

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Clostridium difficile

GAA GCT ACT AAG GGT ACA AA

GGT CTATTC CTA CTT CTA ATG C

FAM-ATA AGA GGT GAA ACT TCT CCT GTA
AAT GCT CC-TAMRA

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland)

Kits

QIAamp DNA Mini Kit
QuantiNova SYBR Green PCR Kit

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

4.1.3 Kulturmedien

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Kulturmedien

Kulturmedium Firma

Hirn-Herz-Infusions-Bouillon (BHI) OXOID. (Hampshire, England)
5% Fildes-Extrakt OXOID (Hampshire, England)
Columbia-Agar mit 5% Schafblut Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Columbia-Agar mit gekochtem Blutund ~ BD BBL (Le Pont de Claix, Frankreich)

IsoVitalex
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Tabelle 6: Weiterfiihrung der Tabelle 4; Auflistung der verwendeten Kulturmedien

Kulturmedium

Firma

Endo-Agar

Aesculin-Agar

Sabouraud-2% -Glucose-Agarplatten

Brucella-Agar
GenBag

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

OXOID (Hampshire, England)

Sifin diagnostics GmbH (Berlin
Deutschland)

BD BBL (Le Pont de Claix, Frankreich)
BioMérieux (Marcy LEtoile, Frankreich)

4.1.4 Gerate und Software

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Gerdte und Sofware

Gerite

Firma

Zeiss LSM-5 Pascal-Laser-Scanning-

Mikroskop

Carl Zeiss (Jena, Deutschland)

Automatischer Gewebeprozessor TP1020 Leica Biosystems Nussloch GmbH,

BactoSonic®

VITEK® MALDI-ToF MS

(Wetzlar, Deutschland)

BANDELIN electronic GmbH & Co.KG
(Berlin, Deutschland)

BioMerieux Inc. (Durham, NC, USA)

Etest AB Biodisk (Solna, Schweden)

Cryobank TM Mast Diagnostica GmbH (Reinfeld,
Deutschland)

BacT / ALERT 3D BioMerieux Inc. (Durham, NC, USA)

Software

Open-Source-Software ImageJ

GraphPad Prism 7.0
KardioSoft 2018

NIH-Image, National Institutes of Health,
Bethesda (MD, USA)

GraphPad Software, (La Jolla, CA, USA)
itroxx GmbH (Miinchen, Deutschland)
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4.2  Methoden
4.2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine multizentrische prospektive
Kohortenstudie, bei der im Zeitraum von Mérz 2016 bis Juni 2017 Patienten mit akut
infektioser Endokarditis (alE) sowie Patienten mit struktureller Herzklappenerkrankung
(sVHD) und Indikation zum operativen Klappenersatz rekrutiert wurden. Im Rahmen der
vorliegenden Studie wurde ein Ethikantrag (20-572, Oktober 2015) an die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der LMU gestellt, welcher gepriift und
genehmigt wurde.

Alle in die Untersuchungen eingeschlossenen Patienten lieferten ihre schriftliche

Einverstandniserkldrung ab.

4.2.2 Patientenkollektiv und Untersuchungsmaterial

Fiir die Studie kamen alle Patienten mit Indikation zum operativen Herzklappenersatz,
die im Zeitraum vom 02.03.16 — 24.06.17 in der Herzchirurgischen Klinik des Klinikums
GroBhadern operiert wurden, in Frage.

Im genannten Zeitraum wurden in beiden Standorten (GroBhadern + Klinikum
Augustinum) der herzchirurgischen Klinik der LMU bei 465 Patienten ein
Herzklappenersatz durchgefiihrt.

Fiir die vorliegende wissenschaftliche Arbeit wurden 3 Patienten-Kohorten gebildet, die

folgendermafBlen definiert werden:
Kohorte sVHD: Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung
Kohorte alE: Patienten mit akut infektioser Endokarditis

Kohorte Kontrollgruppe: Kontrollgruppe aus Patienten mit Indikation zur

herzchirurgischen Operation OHNE akuter/chronischer Herzklappenerkrankung
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Infektiose Pathogenese der Aortenklappenstenose
Prospektive, multizentrische Kohortenstudie (2013-2017)

2648 Patienten, die im Herz-Zentrum Leipzig. oder in der Herzchirurgischen Poliklinik der LMU einer elektiven oder akuten
Herzklappenoperation in den Jahren 2013-2017 unterzogen wurden

Herzzentrum Leipzig Herzchirurgische Poliklinik der LMU Miinchen

* Dezember 2013 bis Mirz 2015 Zeitraum « Méirz 2016 bis Juni 2017
. ! - . 10 Kontroll-
* 2183 Patienten Beobachtete Patienten  « 465 Patienten Patienten
« 1935 sVHD . 398
. 248 la’E | .67
[
= I S Priklinische Diagnostik fiir beide: + Herztransplantation
— Klinsiche Untersuchung

— Laborchemische Serum-Diagnostik . A) Akut infektiése Endokarditis (alE) + Aorta ascendens Ersatz

— Mikrobiologische Untersuchung B) Strukturelle Herzklappenerkrankung

— Echokardiographie * Fellen von IE and
— Herzkatheter-Untersuchung (sVHD) sVHD
— Spezifische Staph. aureus gPCR @~ Samming von Bhutproben  — () — StandardmaBige mikrobiologische
(Blut und Klappengewebe) Herzchirurgische Operation Untersuchung (BK, Kultur des
Gewebes)
— 16s1DNA Analyse des Untersuchung des Herzklappengewebes: o .
Klappengewebes — Mikrobiologische Diagnostik_. — Priparation des ('.?ewebes im
_ TagMan PCR Analyse — Histopathologische Untersuchung Ultraschallbad mit anschlieBender
. v @ “Molekularbiologische Untersuchung mikrobiologschen Kultur

Ausschluss aufgrund fehlender schriftlicher
Auschluss aufgrund fehlendem Gewebe:
« 36 Patienten mit alE

* 651 Patienten mit sVHD

Einverstandniserklarung:
* 141Patienten mit alE
* 1532 Patienten mit sVHD

288 Patienten gaben eine schriftliche Einverstandniserklarung firr die Verwendung von konservierten Serumproben: Teilnahmequote 10.9%

74 Patienten mit geringem Restgewebe: 54 wurden ausgeschlossen aufgrund von:

* Mikrobiologsche Untersuchung * Insuffizientes Volumen der Serumprobe
* Molekularbiologische Untersuchung * Hamolyse der Serumprobe

Randomisierung von

123 Patienten mit histopathologisch und immunhistochemisch bestitigter Diagnose

100 Patienten mit chronisch struktureller 10 Kontroll-
20 Patienten mit akut infektioser EndoKkarditis (alE) A
atienten

Herzklappenerkrankung(sVHD)

- 8 Frauen, 15 Ménner - 30 Frauen, 70 Ménner

Abbildung 7: Fluss-Diagramm der Patienten-Rekrutierung und Materialgewinnung. Bei der
vorliegenden Studie handelt es sich um eine multizentrische prospektive Kohortenstudie im
Zeitraum Mdrz 2016 — Juni 2017 am Klinikum der Universitit Miinchen sowie im Zeitraum
Dezember 2013 bis Mdirz 2015 am Universitdtsklinikum Leipzig. Es erfolgte eine Randomisierung
von 100 sVHD-Patienten sowie 23 alE-Patienten, die histopathologischen, mikrobiologischen

sowie molekularbiologischen Untersuchungen unterzogen wurden.
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Fiir alle drei Kohorten wurden Ein- und Ausschlusskriterien definiert, die nachfolgend

aufgelistet werden.

Kohorte sVHD: Ein- und Ausschlusskriterien
In die Kohorte sVHD wurden alle Patienten mit chronisch struktureller
Herzklappenerkrankung und  Indikation zum operativen Herzklappenersatz

eingeschlossen. Folgende Kriterien fiihrten zum Ausschluss der Patienten:
e Fehlendes Gewebe / Blut aufgrund organisatorischer Probleme
e Fehlende Einverstindnis der Patienten
e Operationen der Trikuspidal, - bzw. Pulmonalklappe
e Rekonstruktion der Herzklappe

Unter Berticksichtigung dieser Ausschlusskriterien konnten insgesamt 253 Patienten in
die Studie eingeschlossen werden, von denen schlieBlich 100 Patienten zur detaillierten
Untersuchung und Auswertung, anhand des Statistikprogramms SPSS, randomisiert

wurden.

Kohorte alE: Ein- und Ausschlusskriterien

Freundlicherweise wurden zudem Patientendaten + Gewebe von Patienten mit akut
infektioser Endokarditis (n=23) aus dem Universititsklinikum Leipzig zur Verfiigung
gestellt.

Patienten mit folgenden Kriterien wurden in die Kohorte 2 eingeschlossen:

e Diagnose einer Endokarditis anhand der modifizierten Duke-Kriterien
e Mikrobiologischer Klappennachweis flir Staphylococcus aureus, Enterococus
faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pyogenes, Cutibacterium acnes,

Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae und Clostridium difficile

Die modifizierten Duke-Kriterien beinhalten klinische, mikrobiologische und
echokardiographische Befunde und werden in Haupt- sowie Nebenkriterien unterteilt
[103]. Sind 2 Hauptkriterien oder 1 Hauptkriterium + 3 Nebenkriterien oder 5

Nebenkriterien positiv, kann man von einer definitiven IE sprechen [114].

26



Tabelle 8: Darstellung der modifizierten Duke-Kriterien nach Li [114]

Hauptkriterien

Positive Blutkulturen

Endokarditis-typische Erreger aus zwei separaten Blutkulturen
(Staph.  aureus, Strept.bovis, Viridans-Strept., HACEK,
Enterokokken)

Erreger in persistierenden positiven Blutkulturen (Blutkulturen
mit mehr als 12 Stunden Abstand; 3 oder mehr als die Hilfte von
mind. 4 BK, wobei die erste und letzte in einem Abstand von
mind. 1 Stunde entnommen wurden.)

positive BK mit Coxiella burnetii oder IgG AK Titer > 1:8000

Echokardiographische intrakardiale oszillierende Masse auf Priadilektionsstellen
Endokardbeteiligung Abszess

neue teilweise Dehiszenz einer Klappenprothese

neue Klappeninsuffizienz
Nebenkriterien

pradisponierende Herzerkrankung oder i.v. Drogenabusus
Fieber > 38,0°C

vaskuldre  Befunde: arterielle Embolien, mykotische
Aneurysmen, septische pulmonale Embolien, intrakranielle oder
konjunktivale Himorrhagien, Janeway-Lasionen

immunologische Phénomene: Glomerulonephritis, Osler-
Knétchen, Roth-Spots, Rheumafaktoren
positive BK mit Nachweis nicht Endokarditis-typischer Erreger

echokardiographischer Hinweis fiir eine IE, jedoch kein Befund
der Hauptkriterien

Kohorte Kontrollsruppe: Einschlusskriterien

In die Kontroll-Gruppe konnten 10 Patienten mit Indikation zur

e Herztransplantation

e Aorta ascendens- Ersatz,

aber OHNE Nachweis einer akut infektiosen Endokarditis oder strukturellen

Herzklappenerkrankung eingeschlossen werden. Die Kontrollgruppe diente der genauen
Differenzierung der makroskopischen, histopathologischen und molekularbiologischen
Befunde zwischen akuter/chronischer Herzklappenerkrankung und gesundem
Herzklappengewebe. Das Gewebe dieser Kontroll-Patienten wurde mit den gleichen
histologischen, mikrobiologischen und molekularbiologischen Untersuchungsmethoden

analysiert wie das Gewebe aus den Kohorten 1 sVHD und 2 alE.
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Operationsindikation Kohorte 1, 2, 3
Die Indikationsstellung zum operativen Eingriff erfolgte bei allen 3 Kohorten im Rahmen

der klinischen Routine durch das arztliche Personal.

Beschreibung des operativen Prozedere

Aortenklappenersatz: Kohorten sVHD, alE

Nach Indikationsstellung und addquater Aufkldrung des Patienten durch das arztliche
Klinikpersonal wurden die Patienten mit akuter oder chronischer Herzklappenerkrankung
in Allgemeinanésthesie operiert. Nach sterilem Abwaschen und Abdecken erfolgte in
Intubationsnarkose eine mediane- bzw. bei einigen Patienten eine Mini-Sternotomie.
Nach Spaltung des Perikards und systemischer Gabe von Heparin zur
Vollantikoagulation erfolgte die Kaniilierung der Aorta ascendens und des rechten
Vorhofs zur Etablierung der extrakorporalen Zirkulation an der Herz-Lungen-Maschine

(Abb. 8).

Abbildung 8: Darstellung eines Setups einer Herz-Lungen-Maschine als Methode der Wahl zur
extrakorporalen Zirkulation im Rahmen kardiochirurgischer Eingriffe an der Herzchirurgischen
Poliklinik Grofhadern.
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Nach systemischer Kiihlung des Patienten auf 34°C erfolgte das Einbringen eines
Linksvent iiber die rechte obere Lungenvene und anschlieend eine kontinuierliche
Begasung des Operationsfeldes mit CO,. Es folgten die Querklemmung der Aorta
ascendens und Applikation von kalter Kardioplegie-Losung nach Bretschneider iiber eine
kombinierte Kardioplegie- und Ventkaniile. Nach vollstindigem Herzstillstand erfolgte
die quere Inzision der Aorta und anschlieBend die Inspektion der Aortenklappe.
Hochgradig verkalkte Klappen wurden dekalzifiziert und nach miithsamer Préparation
exzidiert. Nach Messung des Anulus und Bestimmung der Prothesen-Grof3e erfolgte die
epianuldre Implantation der Klappe. Darauf folgte der Verschluss der Aortotomie und die
sorgfiltige Entliiftung der Herzhdhlen mit anschlieBender Freigabe der Koronarperfusion
iiber die Offnung der Aortenklemme. Nach Defibrillation, Stimulation des Herzens iiber
einen externen Schrittmacher und Einlegen einer substernalen Perikarddrainage wurde
mit der Wiedererwdarmung und Reperfusion des Patienten, zur langsamen Entwdhnung
von der extrakorporalen Zirkulation, begonnen. Nach Dekaniilierung des Herzens und
Antagonisierung der Heparin-Wirkung durch Protamin erfolgte die Osteosynthese des

Sternums iiber Drahtcerclagen und ein schichtweiser Wundverschluss.

Mitralklappenersatz Kohorten sVHD, alE

Dem zuvor genannten Verfahren entsprechend erfolgte in Intubationsnarkose die
Eroffnung des Thorax sowie der Anschluss des Patienten an die extrakorporale
Zirkulation. Nach Applikation der Kardioplegie-Losung erfolgte die Erdffnung des
linken Vorhofs mit Darstellung des Situs mithilfe eines Vorhofretraktors.

Nach Inspektion der Mitralklappe erfolgte, je nach Befund, die Entfernung
endokarditischer Vegetationen sowie die Resektion zerstorter/strukturell verdnderter
Klappenanteile. Wenn mdglich, wurde der Chordae-Apparat der anterolateralen und
posteromedialen Papillarmuskelgruppen erhalten. Nach Bestimmung der Prothesen-
GroBe mithilfe eines Sizers erfolgte die zirkuldre Anlage der Klappennéhte. Im Anschluss
an die Implantation der Mitralklappen-Prothese wurde der linke Vorhof mit fortlaufender
Prolenenaht verschlossen. Aquivalent zum davor beschriebenen Vorgehen beim
Aortenklappenersatz wurde auch beim Ersatz der Mitralklappe, die Aortotomie
verschlossen, die Zirkulation wiederhergestellt und nach Defibrillation mit Konversion
in einen stabilen Sinusrhythmus die Dekaniilierung des Herzens und Heparin-
Antagonisierung durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte die Osteosynthese des Sternums

iiber Drahtcerclagen und ein schichtweiser Wundverschluss.
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Intraoperativ erfolgte sowohl bei Patienten mit struktureller Herzklappenerkrankung als
auch bei Patienten mit akut infektioser Endokarditis eine intravendse Antibiotikagabe.
Bei fehlendem klinischen Hinweis fiir eine Infektion sowie fehlender préoperativer
Antibiotikagabe  erfolgte bei den meisten Patienten mit  struktureller
Herzklappenerkrankung eine Prophylaxe mit Cefuroxim.

Bei Patienten mit akut infektioser Endokarditis oder Patienten mit préoperativer
Antibiotikagabe erfolgte abhdngig vom Erregernachweis meist eine mehrfach
Kombinations-Antibiotikatherapie unter anderem mit Vancomycin, Gentamycin,

Rifampicin / Imipenem.

Aorta ascendens- Ersatz, Herztransplantation: Kohorte Kontrollgruppe

Die Explantation des Gewebes der Patienten aus der Kontrollgruppe (Kohorte 3) erfolgte
im Universititsklinikum Leipzig gemdl dem eigenen klinikinternen chirurgischen
Standard. Alle Patienten aus den 3 Kohorten wurden postoperativ intubiert und beatmet
und meist wunter moderater Therapie mit Katecholaminen, in stabilen
Kreislaufverhéltnissen, auf die Intensivstation verlegt.

Neben isolierten Operationen an der Aorten- oder Mitralklappe wurden auch
Kombinationseingriffe aus operativem Klappenersatz und koronarer Bypass-Operation

sowie kombinierte Eingriffe an 2 oder mehr Klappen durchgefiihrt.

Intraoperative makroskopische Klassifizierung des Verkalkungsgrades

Intraoperativ erfolgte die Inspektion der strukturell verdnderten Klappe und die
individuelle Graduierung des Verkalkungsgrades durch den Operateur. Dabei konnten die
Klappen anhand der folgenden drei Grade differenziert werden:

e Massiv verkalkt

e Deutlich verkalkt

e Leicht verkalkt

Erfassung intraoperativer Daten

Folgende im OP-Protokoll vermerkten Daten konnten iiber die klinikinterne elektronische
Datenbank (SAP) aufgerufen und dokumentiert werden:
OP-Dauer, HLM-Dauer, Ischdmiezeit, Sternotomie, intraoperativ verabreichtes

Antibiotikum.
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Erfassung der Verlaufsdaten zur Bestimmung der postoperativen Morbiditdt und

Mortalitit

Postoperativ wurden alle Patienten auf die herzchirurgische Intensivstation verlegt, dort
iiberwacht und nach klinikinternen Standards weiterbehandelt. Diese Standards
beinhalten eine engmaschige postoperative Uberwachung mit regelmiBigen Kontrollen
der klinischen und laborchemischen Entziindungszeichen (Leukozyten, CRP, IL-6) und
haben das Ziel eines Fast-Tracks, d.h. eine schnelle Stabilisierung, Mobilisation des
Patienten mit rascher Verlegung auf Normalstation. Das auf ITS tétige drztliche und
pflegerische Personal dokumentierte routineméfig bei jedem Patienten postoperative
Komplikationen = wie dialysepflichtige = Nierenfunktionseinschrankung,  Sepsis,
neurologische Dysfunktion, Reintervention, Tracheotomie, Herzrhythmusstérungen und
respiratorische Insuffizienz. Diese Parameter sowie die Dokumentation der
Beatmungsdauer wurden automatisiert iiber die Software Q-Care ICU (HIM GmbH
2016) erfasst. Die Beatmungsdauer entsprach dabei der Dauer einer invasiven
endotrachealen Beatmung und wurde in Stunden dokumentiert. Fiir die Behandlung der
dialysepflichtigen = Niereninsuffizienz  standen neben einer kontinuierlichen
Héamofiltration auch eine intermittierende Dialyse zur Verfiigung, sodass bei der
Dokumentation der Dialysedauer die Dauer der Dialysepflicht des Patienten und nicht die
Behandlungsdauer am Dialysegerit erfasst wurde.

AnschlieBend an den Intensivaufenthalt wurden die Daten (Beatmungsdauer,
dialysepflichtige Niereninsuffizienz, respiratorische Insuffizienz, neurologische
Dysfunktion, Katecholaminbedarf bei Verlegung auf ITS, Intensiv-Liegedauer) iiber
Mitarbeiter der Qualitétssicherung in die Dokumentationssoftware KardioSoft (itroxx
GmbH 2018) iibertragen, iiber die sowohl anamnestische Daten, Operationsdaten, Daten
wihrend des Intensivaufenthalts und ev. Follow-up Daten gebiindelt aufgerufen werden

konnten.

Die Komplettierung der prd-, intra- und postoperativen Daten erfolgte anhand
schriftlicher und elektronischer Patientenakten und klinikinternen

Dokumentationssystemen.

Erfassung klinisch-anamnestischer Daten

Uber die Durchsicht von patientenbezogenen Entlass- oder Uberweisungsbriefen konnten
folgenden klinische Parameter zu jedem eingeschlossenen Patienten erfasst und im

Datenverarbeitungsprogramm Excel 2010 dokumentiert werden:
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GroBe, Gewicht, Arterieller Hypertonus, Hyperlipiddmie, NYHA-Stadium,
vorbestehende Herzrhythmusstérungen, Ejektionsfraktion, Diabetes mellitus, pAVK,
chronische Lungenerkrankungen, Niereninsuffizienz, Neurologische Dysfunktion,
Pulmonaler Hypertonus, Raucheranamnese, frithere Herzoperationen (Klappe, Bypass),

Antibiotikatherapie, klinische Hinweise fiir eine Infektion.

Erfassung der Echokardiographie-Befunde zur Klassifikation des Vitiums

Praoperative echokardiographische Befunde, dokumentiert im Intranet des Klinikums
(LAMP) oder externen Arztbriefen, wurden zur Charakterisierung des Klappenvitiums
verwendet. So konnte zwischen isolierten und kombinierten Vitien als auch Mehrfach-
Klappen-Vitien unterschieden werden. So versteht man unter einem isolierten Vitium
eine Stenose oder Insuffizienz an einer Herzklappe. Ein kombiniertes Vitium beschreibt
eine Kombination aus Stenose und Insuffizienz an derselben Herzklappe. In die Gruppe
der Mehrfach-Klappen-Vitien fallen jene Patienten mit pathologischen Veranderungen

an mehr als einer Herzklappe.

Risikobewertung anhand von SCORE-Systemen

Anhand von pridoperativen Daten wurde iiber die Verwendung von 3 Scores (additiver/
logistischer EuroSCORE, EuroSCORE 1II, STS-Score) fiir jeden Patienten ein
individuelles Mortalitétsrisiko sowie das Risiko fiir postoperative Komplikationen
berechnet.

Solche Risikoscores zur Berechnung der postoperativen Mortalitit werden in der
klinischen Praxis zur drztlichen Indikationsstellung und Abschétzung des individuellen

Risikos des Patienten vor einem herzchirurgischen Eingriff herangezogen [115].

Beim EuroSCORE handelt es sich um ein online-verfiigbares Risikomodell zur
Berechnung eines individuellen Mortalitits- und Komplikationsrisikos nach einer
herzchirurgischen = Operation, welches insgesamt 17  kardiologische und
operationsbezogene Parameter bendtigt, um das Risiko zu berechnen. Der EuroSCORE
unterscheidet zwei verschiedene Score-Systeme: das additive Modell, das nach einfachen
arithmetischen Mitteln kalkuliert wird und das logistische Modell, welches umfassender
und deutlich komplexer aufgebaut ist [116]. Da mehrere Studien von einer Uberschitzung
der postoperativen Mortalitdt mittels des EURO Score I berichten [117], wurde der Euro
SCORE 1II zur Verbesserung der Aussagekraft des berechneten Mortalitétsrisikos

entwickelt.
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Der STS-Score wurde 2007 von der Society of Thoracic Surgeons entwickelt und
erfordert im Gegensatz zum EuroSCORE detailliertere Informationen {iber die Patienten
zur Berechnung des Mortalititsrisikos. So umfasst dieser neben der
Mortalitdtsberechnung auch die Berechnung des Risikos fiir Morbiditit, 30-Tage
Mortalitdt, neurologische Komplikationen, Wundinfektionen, Reoperationsrate,

verlangerte invasive Beatmung und Niereninsuffizienz [118].

Neben allgemeinen patientenbezogenen Daten, wie Alter, Geschlecht, Nierenfunktion,
Voroperationen, chronische Lungenerkrankung, Diabetes, NYHA-Stadium, Pulmonaler
Hypertonus, kardiale Voroperationen, Art des herzchirurgischen Eingriffs, werden beim
STS-Score auch detaillierte Parameter wie praoperativer Kreatininwert, Grad der
Stenosierung bei bekannter KHK, Herzrhythmusstorungen oder der prioperative Bedarf
an Katecholaminen fiir die Berechnung des Scores benotigt.

Je nach berechnetem Gesamtpunktewert (Prozentwert) konnen die Patienten einer der

folgenden Risikogruppen zugeordnet werden:

Tabelle 9: Definition der Risikogruppen des EuroSCORE I nach [119]

Risiko EuroSCORE I
Geringes Risiko 0-2 (%) Punkte
Mittleres Risiko 3-5 (%) Punkte
Hohes Risiko >6 (%) Punkte

Tabelle 10: Definition der Risikogruppen nach EuroSCORE Il nach [120]

Risiko EuroSCORE I1
Geringes Risiko bis 4%

Mittleres Risiko 4% - 9%

Hohes Risiko >9%
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Tabelle 11: Definition der Risikogruppen nach STS-Score nach [121]

Risiko STS-Score
Mittleres Risiko <8%

Hohes Risiko 8% - 14,9%
Extrem hohes Risiko >15%

4.2.3 Biomaterial Handling und Prozessierung

Nach chirurgischer Explantation der Herzklappe wurde das Gewebes standardmiBig fiir
die weitere mikrobiologische und pathologische Analyse aliquotiert und steril bis zur
jeweiligen Untersuchung asserviert. Dabei wurde neben den Gewebeproben fiir das
Pathologische Institut der LMU sowie dem Max-Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und
Medizinische Mikrobiologie der LMU eine weitere Gewebeprobe fiir die eigene

wissenschaftliche Arbeit gesammelt.

4.2.4 Histopathologische Untersuchung

Abhéngig von der individuellen Entscheidung des zustindigen Operateurs erfolgte bei
einem Teil der chronisch strukturell verdnderten Herzklappen eine pathologische
Untersuchung des explantierten Herzklappengewebes am Pathologischen Institut der
LMU. Dort wurde das Gewebe, nach makroskopischer Beurteilung durch einen
Pathologen, in 4% neutral gepuffertem Formalin ausreichend fixiert, in Paraffin
eingebettet und anschlieBend in diinne Priparate geschnitten. Die Schnittpriparate
wurden standardméBig mit folgenden 3 Fiarbungen angefirbt und anschlieend
lichtmikroskopisch untersucht: HE-, Elastica-van-Gieson-, PAS-Farbung.

Als Bestandteil der modifizierten Duke-Kriterien, als auch der historischen von Reyn-
Kriterien, spielt die histopathologische Untersuchung des Herzklappengewebes eine
wesentliche Rolle in der Diagnostik der akut infektiosen Endokarditis [122]. In den
beiden Kriterien als ,,direkte Hinweise fiir eine akut infektiése Endokarditis* bezeichnet,
wird die Diagnose der alE in der klinischen Pathologie histopathologisch anhand
folgender Kriterien gestellt:

34



e Nachweis von Vegetationen, bestechend aus Thrombozyten, Fibrin und

Entziindungsinfiltrat
e Direkter mikroskopischer Erregernachweis
e Abszess-Nachweis
e Akutes Entziindungsinfiltrat mit polymorphonukledren Leukozyten (PMLs) [123]

Das Fehlen dieser vorher genannten Kriterien und der histopathologische Nachweis von
Kalzifikation und Fibrose und chronischen Entziindungszellen, wie Histiozyten und
Lymphozyten, spricht eher fiir ein chronisches Geschehen im Rahmen struktureller

Herzklappenerkrankungen [124].

Fir die eigene wissenschaftliche Arbeit erfolgte eine gesonderte histopathologische
Untersuchung in einem Speziallabor in Leipzig. Dafiir wurde das Herzklappengewebe in
4% Formaldehyd fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Uber einen
automatischen Gewebeprozessor (TP1020, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar,
Deutschland) konnte das Gewebe entwissert werden. Die Gewebeblocke wurden bis zur

weiteren Analyse in sterilen Plastikkassetten gelagert.

Zur differenzierten Visualisierung von unterschiedlichen Gewebestrukturen wurden aus
den fixierten Gewebeblocken 10um groBe Schnitte erstellt und anschlieBend einer
Crossman-Trichrom-Firbung, einer Von-Kossa-Firbung und einer Van-Gieson-Féarbung
unterzogen. Die gefdrbten Priparate wurden unter dem Lichtmikroskop untersucht. In der
Crossman-Farbung, einer Trichrom-Féarbung, werden die Zellkerne schwarz-braun, das
Bindegewebe blau-griin und Muskelzellen mit rot-violettem Zytoplasma dargestellt. Die
Van-Gieson-Farbung stellt im Wesentlichen Kollagenfasern und Muskelzellen dar
(Kerne: schwarz-braun, Zytoplasma: hellbraun, elastische Fasern und Muskel: gelb,
Kollagenfasern: rot) und die Von-Kossa-Farbung wird fiir die spezielle Darstellung von

Kalzifikationen verwendet.

Als histologische Positivkontrollen wurden Staphylococcus aureus (Gram-positiv) und
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativ) aus Herzklappengewebe von alE isoliert und
wie nachfolgend beschrieben kultiviert. Die Bakterien wurden von der Kulturplatte auf
Glasobjekttrager libertragen, anschliefend luftgetrocknet und mit 4% Formaldehyd
fixiert.

35



Fiir den unspezifischen Nachweis von Bakterien im Gewebe chronisch struktureller
Herzklappenerkrankungen wurden die Nukleinsidure-Farbstoffe Hexidiumiodid (7: 500;
Molecular Probes, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) und SYTO 13 (1:
200; Molecular Probes, Life Technologies GmbH) verwendet. Bei dem
Nukleinsdurefarbstoff Hexidiumiodid handelt es sich um einen Farbstoff, der in der Lage
ist in Sdugetierzellen einzudringen und selektiv fast alle Gram-positiven Bakterien in
Gegenwart Gram-negativer Bakterien zu farben. Hexidiumiodid zeigt bei der Bindung
von DNA Anregungs-/Emissionsmaxima von ~ 518/600 nm. SYTO 13 ist ein griin
fluoreszierender Nukleinséurefarbstoff (Anregungs-/Emissionsmaxima von ~ 488/509),

der die Nukleinsdure sowohl von Saugetierzellen als auch der meisten Bakterien anférbt.

Nach der Antigendemaskierung tiber die hitzeinduzierte Epitop-Riickgewinnung in
geeigneter Losung (Riickgewinnungslosung pH 9,0, Dako, Carpinteria, Kalifornien,
USA4) wurden die Gewebeschnitte bei 4 °C mit primdren Antikorpern iiber Nacht
inkubiert. Es wurden folgende primire Antikdrper verwendet: Anti-Staphylococcus
aureus-Antikorper 704 (1:100; ab37644, Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich),
CD14-Antikorper (1:200;, NBPI1-40683, Novus Biologicals Europe, Abingdon,
Vereinigtes Konigreich) fir den Nachweis infiltrierter Makrophagen und CEACAM-6/
CD66¢-Antikorper (1:100; NB100-65005, Novus Biologicals Europe) fiir den Nachweis
von neutrophilen Granulozyten.

Unter Verwendung von Sekundirantikbrpern wurde auBlerdem eine indirekte
Immunofluoreszenz durchgefiihrt, die mit Alexa Fluor 488 (1:500; Invitrogen, Life
Technologies, Eugene, OR, USA) und Alexa Fluor 647 (1:500; Dianova, Hamburg,
Deutschland) konjugiert waren. Die Zellkerne im Gewebe wurden mit Hexidiumiodid
gefarbt (1:500; Molecular Probes, Life Technologies GmbH).

Die Analyse des Gewebes erfolgte mit einem konfokalen Zeiss LSM-5 Pascal-Laser-

Scanning-Mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

4.2.5 Mikrobiologische Analyse

Ein Teil des explantierten Herzklappengewebes wurde postoperativ im Rahmen der
klinikinternen Routinediagnostik zur mikrobiologischen Untersuchung an das Max-
Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der LMU geschickt.
Dort erfolgt die Inkubation des Gewebes in folgenden Kulturmedien: Columbia Agar,
Kochblutagar, Mac Conkey Agar und Sabourd Agar. AuBBerdem erfolgt eine 14-tigige
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Bebriitung in Trypticase Soyabouillon und Thioglyconat Bouillon. Zur weiteren
Identifizierung moglicher bakterieller Erreger im Herzklappengewebe wurde eine Pan-
Bakterien-PCR durchgefiihrt. Die Identifikation der Erreger erfolgte iiber eine MALDI-
TOF-Massenspektrometrie.

Im Rahmen der eigenen wissenschaftlichen Arbeit wurden neben der Routinediagnostik
weitere mikrobiologische Untersuchungen des explantierten Gewebes im Labor
durchgefiihrt. Die asservierten Proben aus Herzklappengewebe wurden in sterile
Rohrchen mit 6 ml Hirn-Herz-Infusions-Bouillon (BHI), einem néhrstoffreichem
Fliissigmedium zur Kultivierung von anspruchsvollen Organismen, ergdnzt durch 5%
Fildes-Extrakt (beide OXOID Ltd., Hampshire, England), gefiillt und anschlieBend in ein
Ultraschallbad gegeben (BactoSonic®, BANDELIN electronic GmbH & Co.KG, Berlin,
Deutschland). Mit dem Ziel Bakterien, die sich in Biofilmen auf der Gewebeoberfldche
befinden, freizulegen und in einen planktonischen Zustand, d.h. in eine freie Suspension,
zu liberfiihren, wurden die Proben wurden tiber 15 Minuten mit einer Ultraschallfrequenz
von 35 kHz behandelt.

AnschlieBend wurden die Proben in einer CO;-reichen Atmosphire (5%) bei einer
Temperatur von 37 °C fiir 14 Tage inkubiert. Eine Triibung der Proben, als Beweis fiir
bakterielles Wachstum, wurde an den Tagen 4, 7 und 14 der Inkubation beurteilt.

Die Proben mit vermutetem Wachstum wurden auf 5% Schafblut-enthaltendem
Columbia-Agar (Roth; Karlsruhe, Deutschland), Columbia-Agar ergdnzt mit gekochtem
Blut und IsoVitalex (BD BBL, Le Pont de Claix, Frankreich), Endo-Agar (Fluka, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), Aesculin-Agar (OXOID), Sabouraud-
2%-Glucose-Agarplatten (Sifin diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) und anaerobe
Medien (ergdnzt mit Brucella-Agar; BD BBL) verteilt und fiir 4 Tage in einer kapnophilen
(5% CO2) und anaeroben Atmosphire (GenBag, BioMérieux, Marcy LEtoile, Frankreich)
bei 37°C inkubiert.

Blutagarplatten wurden mit Staphylococcus aureus H1 kreuzgestreift, um auch
anspruchsvollen Bakterien, die sich nur in Anwesenheit einer zweiten Bakterienart
vermehren (Satellitenphdnomen), das Wachstum zu ermoglichen.

Das Wachstum wurde téglich bewertet und nach 14 Tagen Inkubation wurden alle Proben
subkultiviert, unabhéngig davon, ob sie Anzeichen fiir vorheriges Wachstum zeigten oder
nicht.

Wenn eine Subkultur bakterielles Wachstum zeigte, wurde durch Massenanalyse tiber
VITEK® MALDI-ToF MS (BioMérieux Inc., Durham, NC, USA) die Identifizierung der

Erreger durchgefiihrt. Eine antimikrobielle Empfindlichkeitspriifung wurde mittels der
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Bouillon-Mikrodilutionsmethode oder Epsilometer-Tests (Etest AB Biodisk, Solna,
Schweden) gemdll den EUCAST-Richtlinien durchgefiihrt. Zur Langzeitlagerung wurde
fiir jeden Stamm ein mikrobieller Kryokonservierungsstamm mit Cryobank TM (Mast
Diagnostica GmbH, Reinfeld, Deutschland) erstellt.

Durchschnittlich wurden von jedem eingeschlossenen Patienten zwei Sitze von
Blutproben wihrend der Operation von der Herz-Lungen-Maschine, dem zentralen
Venenkatheter oder peripherer Venenpunktion gesammelt.

Aus den gesammelten Blutproben wurden jeweils 10 ml But in aerobe und anaerobe
Blutkulturflaschen (BacT / ALERT FA / FN, BioMérieux Inc., Durham, NC, USA)
inokuliert und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Blutkulturflaschen wurden im Labor
in ein automatisches kontinuierliches Uberwachungssystem (BacT / ALERT 3D) gegeben
und bei 36 °C fiir einen Zeitraum von 21 Tagen inkubiert.

Wenn die Algorithmen in einer Flasche bakterielles Wachstum anzeigten, wurde eine
Subkultur auf festem Medium, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Die Subkulturen
wurden erneut fiir 4 Tage bei einer Temperatur von 36°C in einer kapnophilen und
anaeroben  Atmosphédre inkubiert. Die Identifizierung wund antimikrobielle
Empfindlichkeitstestung wurden, wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Trat auf festen
Medien kein bakterielles Wachstum auf, wurden die Blutkulturflaschen weiter bei 37 °C
inkubiert und die manuelle Subkultur wurde zweimal wihrend der 21-tdgigen Inkubation

wiederholt.

4.2.6 Molekularbiologische Diagnostik

Protokoll der TagMan-PCR

Nach Zelllyse des Herzklappengewebes (25mg) mit 20 mg/ml Lysozym in einem
geeigneten Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA; 1,2% Triton) wurde die
bakterielle DNA mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) geméll den Anweisungen des
Herstellers extrahiert.

Als positive Kontrollschablonen fiir die qPCR wurde gereinigte DNA aus Monokulturen
verwendet. Die Konzentration von spezifischen DNA-Verdiinnungen wurde gegen den
Cp-Wert (Kreuzungspunkt) aufgetragen, um eine Standardkurve zu erzeugen, die fiir die
absolute Quantifizierung verwendet wurde.

Insgesamt bestanden 25ul der PCR-Reaktionsmischung jeweils aus 2,5u1 DNA als
Matrize, 6,0 ul Wasser, 12,5 ul Master Mix (Eurogentec, Seraing, Belgien) und 1,5 pl
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der Primer F und R sowie 1,0 ul des Primer S. Fiir die Amplifikation der 8§ Keime wurden
jeweils ein Primer-Paar sowie eine spezifische TagMan-Sonde verwendet:
Staphylococcus aureus (Primer: saur-F: CAA AGC ATC CTA AAA AAG GTG TAG
AGA (27), saur-R: TTC AAT TTT CTT TGC ATT TTC TAC CA (26), Sonde: saur-S:
[FAM] TTT TCG TAA ATG CAC TTG CTT CAG GAC CA [BHQI] (29),)
Propionibacterium acnes (Primer: GCGTGAGTGACGGTAATGGGTA, TTCCGACG
CGATCAACCA; Sonde: FAM-AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG-TAMRA),
Enterococcus faecalis (Primer: GACAGGAAAGAAACTAGGAGGAC , AAACAGA
CACATCGTGCT ; Sonde: FAM-CACTTCTGCCGCCATACAACAA-TAMRA),
Enterococcus faecium (Primer: CGTAGCATTCTATGATTATGAAGCC,CATCGTGT
AAGCTAACTTCG; Sonde: FAM-CAGATTCCAGCCGAAGTGCC-TAMRA),
Streptococcus pyogenes (Primer: GGRACACGTACCCAAAATGTAGGA, TCTTGA
GCTCTTTGTTCGGTRTAG Sonde: FAM-CGTGACCAAAAAGGCGGCATGC-
TAMRA) und Clostridium difficile (Primer: GAA GCT ACT AAG GGT ACA AA,
GGT CTA TTC CTA CTT CTA ATG C; Sonde: FAM-ATA AGA GGT GAA ACT
TCT CCT GTA AAT GCT CC-TAMRA).

Alle Primer wurden in einer Konzentration von 300nm sowie alle Sonden in einer
Konzentration von 200nm eingesetzt. Die Primer wurden von Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert und die PCR-Amplifikation wurde unter
Verwendung eines Roche Light Cyclers 480 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) mit dem SYBR griinen Fluoreszenzfarbstoff (QuantiNova SYBR Green
PCR Kit, Qiagen) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 25 pl
durchgefiihrt.

Das PCR-Protokoll bestand bei allen gemessenen Keimen anfénglich aus zwei 10-
miniitigen Zyklen mit einer Temperatur von 50°C und 95°C. AnschlieBend folgten 40
Zyklen Denaturierung bei 95° C fiir 15s, gefolgt von einer Kombination aus
Primerhybridisierung und Extension fiir 60s bei 60 ° C. Bei Amplifikation der beiden
Keime Enterococcus faecalis und faecium erfolgte die Primerhybridisierung bei 52°C fiir
15s, gefolgt von der Extension bei 72°C fiir 60s. Die seriellen Verdiinnungsstandards, die
negativen Kontrollen und die Proben wurden gleichzeitig doppelt gemessen.

Am Ende der Amplifikation wurde die SYBR-Griin-Fluoreszenz kontinuierlich wiahrend
der Schmelzkurve gemessen. Dabei wurde die Probe bei kontinuierlicher
Fluoreszenziiberwachung mit einer Steigerung von 2,2 ° C/s von anfénglichen 65°C auf
95 °C erhitzt. Somit konnte eine Schmelzkurve als Maf} fiir die Spezifitit der PCR-

Reaktion generiert werden. Wasser wurde als negative Kontrolle in der PCR-Reaktion
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verwendet. Wie bei der 16s rDNA Amplifikation wurde DNA aus Wasser extrahiert, um
die Abwesenheit von kontaminierender bakterieller DNA in Wasser, Puffer, Ausriistung

und Reagenzien sicherzustellen.
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Abbildung 9: Die hochspezifische, quantitative TagMan-PCR bendtigt neben einem spezifischen
Primer-Paar auch spezielle fluorogene Sonden, ndmlich eine Reporter-Sonde am 5°- Ende und
eine Quencher-Sonde am 3 ‘-Ende. Durch die rdumliche Ndhe dieser beiden Sonden wird die
Fluoreszenz unterdriickt (A). Erst die DNA-Polymerase verdrdngt die Sonde, sodass Reporter
und Quencher getrennt werden, wodurch die Fluoreszenz detektiert werden kann (C). Die
Intensitdtszunahme ist proportional zur Anzahl der PCR-Produkte (D). Die Grafik wurde in
Anlehnung an Figure 3 aus einer wissenschaftlichen Arbeit von Wang et al., erstellt. [125].

4.2.7 Statistik

Fiir den phénotypischen Vergleich der Kohorten wurde in Microsoft Excel 2010, zur
Bestimmung der p-Werte, fiir metrische Variablen der Student’s T-Test sowie fiir ordinale
Variablen Fishers exakter Test herangezogen und berechnet. Die Korrelationsanalysen
wurden mithilfe der Rangordnungskorrelation nach Spearman durchgefiihrt.

Die Darstellung der 30-Tage Mortalitdtsrate erfolgte liber Kaplan-Meier-Kurven sowie
der Vergleich zweier Uberlebenskurven iiber den Log-Rank-Test, deren Berechnung
jeweils tliber das Statistikprogram GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego,
USA) erfolgte.

Alle Grafiken wurden ebenfalls mit dem Programm GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, USA) erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1  Phiinotypisierung des Patientenkollektivs

In der vorliegenden Untersuchung sind drei pathophysiologisch unterschiedliche
Kohorten, die alle einer herzchirurgischen Klappenintervention unterlagen, analysiert
worden. Als Kontrollgruppe fungiert eine sowohl im Alter als auch im Geschlecht
inhomogene Patientengruppe, die entweder einer Herztransplantation oder Aorta
ascendens-Ersatz-Operation unterzogen wurde und keine Hinweise auf eine
pathologische Herzklappenfunktion zeigte. Diese Klappengewebeproben wurden
gegebenermallen als gesund eingestuft und gestatten somit die Definition als
Bezugspunkt zur Abweichung vom gesunden Gewebe. Diese Kohorte wurde denselben
histopathologischen, molekularbiologischen und mikrobiologischen Untersuchungen
unterzogen wie die beiden Kohorten mit akuter bzw. chronischer Herzklappenerkrankung
und fungiert somit als negative Kontroll-Gruppe fiir die angewandten Untersuchungen.
Die Grafiken und Phénotyp-Tabellen beziehen sich lediglich auf die eigentliche Kohorte
von Interesse (Kohorte 1 sVHD), jeweils verglichen mit der Gruppe der akut infektidsen
Endokarditis (Kohorte 2 alE).

Die eigentliche Kohorte von Interesse ist die nachfolgend dargestellte, bestehend aus 100
Patienten mit einer prdoperativ gesicherten strukturellen Herzklappenerkrankung mit
divergentem klinischen Auspriagungsgrad.

Um eine Abgrenzung zwischen einem moglichen chronischen Infektionsstatus der
sVHD-Klappen zu den histomorphologischen, molekularbiologischen Merkmalen einer
akut infektiésen Endokarditis realisieren zu konnen, wihlten wir eine Kohorte von 23
Patienten, die mindestens einen mikrobiologisch positiven Befund mit bakteriellen
Erregern einer Herzklappe aufwiesen. Im Wesentlichen dient diese Gruppe der
Abschdtzung des Auspriagungsgrades der TagMan-PCR bei akuter mikrobiologisch

nachgewiesener Infektion gegeniiber einer moglichen chronischen Infektionslage.
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5.1.1 Anamnestische Parameter

Tabelle 12:  Phdnotypisierung  der  Kohorten mit  chronischer  bzw.  akuter
Herzklappenerkrankung: Der Vergleich erfolgte iiber die Berechnung des Student’s t-Test fiir

metrische Variablen sowie iiber Fisher's exaktem Test fiir ordinale Variablen. Ein p-Wert <0,05

wird als statistisch signifikant angesehen.

Alter (Jahre) 67,36 + 1,14 68,9 + 1,95 0,7931
Ménnlich 70 (70,00) 15 (65,2) 0,9999
Weiblich 30 (30,00) 8(34,8) 0,9999
Gewicht (kg) 83,25+ 1,43 80,04 + 14,96 0,7272
BMI (kg/m?) 28,07 + 0,43 26,95 +4,14 0,5269
BSA (m?) 2,00 £ 0,02 1,93 £0,21 0,3501
> 55% 81 (81,00) 11 (47,80) 0,0001*
45-54% 12 (12,00) 10 (43,48) 0,0104*
30-44% 7 (7,00) 1 (4,35) 0,9999
NYHA I-1I n (%) 43 (43,00) 13 (56,5) 0,8073
NYHA HI-IV n (%) 51 (51,00) 10 (43,48) 0,8073
Kardiogener Schock n 0 (0,00) 3 (13,04) 0,0145%*
(%)

Kreatinin 107,97 + 6,57 81,44 + 28,82 0,0145*
Leukozyten 7,37 +0,23 15,75+ 9,71 0,0009*
CRP 10,54 £ 2,77 73,02 + 86,08 0,0043*
IL-6 15,29 £ 7,40 23,76 + 31,36 0,4087
Friihere Herz-OP 21(21,00) 14 (60,9) 0,0041*
EuroSCORE II 5,22 £ 1,06 32,99 + 24,34 0,0001*
EuroSCORE I 6,79 £ 2,67 14,51 £4,57 0,0001*
STS Score 2,02+0,17 15,41 + 14,68 0,0002*
Notfall 0 (0,00) 10 (43,48) 0,0001*
Dringlich 0 (0,00) 8(35,78) 0,0001*
Elektiv 100 (100,00) 2(8,70) 0,0001*
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Alter und Geschlecht

Insgesamt konnten unter Beriicksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien 100
Patienten in die Kohorte 1 eingeschlossen werden. Dabei setzte sich die Kohorte aus 30%
Frauen (n=30) und 70% Méinnern (n=70) zusammen. Zum Zeitpunkt der Operation lag
das mittlere Lebensalter der Patienten bei 67 Jahren, bei einem Hochstalter von 75 Jahren
und einem Mindestalter von 55 Jahren.

In die Kohorte 2 (alE) konnten 15 Ménner und 8 Frauen mit einem mittleren Lebensalter
von 68 Jahren eingeschlossen werden.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 10 Patienten im Alter von 26-67 Jahren zusammen.

Korpergewicht, Korpergrofie und BMI

Das mittlere Kdrpergewicht der Patienten aus Kohorte 1 lag bei 83,25 + 1,43 kg und die
mittlere Korpergrofle bei 172,20 + 8,61 cm. Daraus ergab sich ein mittlerer Body-Mass-
Index von 28,07 + 0,43 kg/m?. Ein Body-Mass-Index von 25 kg/m? — 29kg/m? gilt laut
Definition bereits als Pridadipositas [126]. Weder KorpergroBBe und Gewicht noch der

BMI unterschieden sich in den beiden Kohorten signifikant voneinander.

Klinische Symptomatik und Herzinsuffizienz

Prioperativ zeigten 94% der Patienten mit struktureller Herzklappenerkrankung Zeichen
einer Herzinsuffizienz und klagten {iber Ruhe- oder Belastungsdyspnoe sowie iiber eine
Einschrinkung der allgemeinen Leistungsfahigkeit. Bei 51% der Patienten entsprach die
Symptomatik einem NYHA-Stadium 3 oder 4 sowie in 43% der Félle einem Stadium 1
oder 2. Die Rate der Herzinsuffizienz in der Kohorte mit chronisch struktureller
Herzklappenerkrankung unterschied sich nicht signifikant von der Kohorte der akut

infektiosen Endokarditis.

Komorbidititen

Von insgesamt 100 Patienten litt der GrofBteil der Patienten (76%) an arteriellem
Hypertonus, wéhrend ein kleinerer Teil der Patienten (21%) einen Diabetes mellitus
(insulinpflichtig, nicht-insulinpflichtig) aufwies. Daneben zeigten 56% der Patienten eine
Hyperlipiddmie im Serum. Eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung konnte bei
13% der Patienten erfasst werden sowie in 21% der Fille ein pulmonale Hypertonie.

Kardiovaskuldre Erkrankungen wie eine koronare Herzkrankheit und peripher arterielle
Verschlusskrankheit, konnten bei 33% (3-Gefa3-KHK: 12%, 2-Gefa3-KHK: 7%, 1-

GefiaB-KHK: 14%), bzw. 6% (pAVK) der Patienten erfasst werden.
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Knapp die Hilfte der Patienten (51%) befand sich zum Zeitpunkt der Operation im
Sinusrhythmus, wéhrend 49% der Patienten eine Herzrhythmusstrung aufwies.
AufBlerdem zeigten 14% der Patienten prédoperativ eine nicht-dialysepflichtige
Niereninsuffizienz.

Die Kohorte 2, bestehend aus den Patienten mit akut infektioser Endokarditis, wiesen
eine dhnliche Rate an Komorbidititen auf. Lediglich in der Haufigkeit einer praoperativ
bestehenden Niereninsuffizienz unterschieden sich die beiden Kohorten signifikant
voneinander (p= 0,0035), d.h. die Patienten mit akuter Infektion litten pridoperativ
hiufiger an einer Niereninsuffizienz als die Patienten mit chronisch struktureller

Herzklappenerkrankung.
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Abbildung 10: Prdoperativer Status der sVHD- und alE-Patienten. Dargestellt wird der
prozentuale Anteil der Patienten, die vor dem operativen Klappenersatz an den oben genannten
internistischen Vorerkrankung litten. Lediglich in der Rate der prdoperativ vorhandenen
Niereninsuffizenz unterschieden sich die beiden Kohorten signifikant voneinander (p<0,05). Alle
anderen Komorbiditditen zeigten eine dhnliche Verteilung in der sVHD- und alE-Kohorte.
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Frithere herzchirurgische/kardiologische Eingriffe

Von den insgesamt 100 Patienten mussten sich 20% bereits einmal einem
herzchirurgischen Eingriff bzw. einer kardiologischen Intervention unterziehen. So
wurde bei 11 (11%) sVHD-Patienten eine interventionelle Stent-Implantation
durchgefiihrt, 3% der Patienten wurde ein Schrittmacher implantiert und 6 Patienten
wurden am offenen Herzen operiert (3 Mitralklappenrekonstruktionen, 2x

Aortenklappenersatz, 1 Aorta ascendes- Ersatz).
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5.1.2 Klinische Zeichen und Parameter der Entziindung

Der Grofiteil der Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung zeigte
klinisch keine Zeichen einer akuten Infektion. Insgesamt konnte zum Zeitpunkt der
Operation bei 4 Patienten mit sSVHD eine Temperatur von >38°C gemessen werden. Im
Gegensatz dazu wiesen 61% der Patienten mit akut infektioser Endokarditis eine
Korpertemperatur von >38°C, als klinisches Zeichen einer akuten Infektion, auf.
Daneben zeigten 9% der Patienten mit alE praoperativ Endokarditis-typisch vaskuldre
Befunde wie arterielle Embolien, mykotische Aneurysmen, septische pulmonale
Embolien, intrakranielle oder konjunktivale Hamorrhagien, sowie Janeway-Lisionen.
Die Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung zeigten keine dieser
Endokarditis-typischen Befunde.

Obwohl bei Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung, abgesehen
vom Fieber, klinisch keine weiteren Hinweise fiir eine Infektion gefunden werden
konnten, waren die laborchemisch gemessenen Entziindungsparameter (CRP, IL-6,
Leukozyten) bei einem Teil der Patienten pridoperativ deutlich erhoht. Im Mittel konnten
folgende Werte gemessen werden: CRP 10,54 + 2,77 mg/l, IL-6 15,29 + 7.4 ng/l,
Leukozyten 7,37 £ 0,23 G/I1.

Die Patienten mit akuter Infektion zeigten im Vergleich zu jenen mit chronisch
struktureller ~ Herzklappenerkrankung  signifikant hohere (p=0,001; p=0,004)
Leukozytenzahlen und CRP-Konzentrationen. Lediglich die IL-6 Konzentration
unterschied sich in den beiden Gruppen nicht signifikant voneinander (p=0,409). In der

nachfolgenden Abbildung wird dieser Konzentrationsunterschied graphisch dargestellt.
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Abbildung 11: Prdoperativ laborchemisch gemessene Entziindungsparameter der beiden
Kohorten (1=sVHD, 2= alE) A: Leukozyten-Zahl im Serum G/I, B: CRP-Konzentration im Serum
in mg/l C: IL-6 Konzentration im Serum in ng/l; Statistisch signifikanter Unterschied der CRP-
Konzentration und Leukozytenzahl.
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5.1.3 Klappenmorphologie

Die Klappenmorphologie wird im klinischen Alltag initial durch die Rekonstruktion der
Echokardiographie (TTE, TEE) realisiert. Hierbei folgt eine klare Definition von
Klappenoffnungsfliche, Blutfluss, Druckdifferenzen vor und nach der Klappe und ggf.
eine Beschreibung von moglichen Verdnderungen der Klappenstruktur.

Eine Spezifizierung der Klappenmorphologie erfolgt nach makroskopischer
Inaugenscheinnahme durch den Herzchirurgen. Weiterfiihrend kann die Morphologie auf
struktureller Ebene durch histochemische und immunhistologische Analysen spezifiziert
werden. Dieser Reihenfolge der Beschreibung einer verdnderten Klappenmorphologie

folgt die nachstehende Ergebnisdarstellung.

Fiir alle Patienten konnten préoperative echokardiographische Befunde erfasst werden.
Exemplarisch werden nachfolgend echokardiographische Befunde verschiedengradiger
Aortenklappenstenosen dargestellt. Fiir die Graduierung wurde die maximale
Flussgeschwindigkeit {iber der Aortenklappe sowie der Transvalvuldre Druckgradient
gemessen und die Klappendffnungsfliche bestimmt (Vmax >4m/s, AP > 40mmHg KOF
< 1,0 cm?). Fiir die Berechnung der Klappenoffnungsfliche muss die Breite (d) des
linksventrikuldren  Ausflusstrakts sowie die  Geschwindigkeit iiber dem

linksventrikuldren Ausflusstrakt gemessen werden. Das Ultraschallgerit ist anschlieBend

Vivor
Vvmax ’

in der Lage iiber diec Formel: KOF = = (Zi) X die Klappendffnungsflache, als

wesentlichen Bestandteil der Graduierung der Aortenklappenstenose, zu berechnen.

Die makroskopische Beurteilung der Herzklappen und die histologische Aufbereitung
werden in den Kapiteln 5.2.3 und 5.3.2 dargestellt. Ziel der chronologischen Abbildung
ist es, den klinischen Prozess des Erkenntnisgewinns, beginnend mit Echokardiographie,
iiber Diskriminierung von Risikoprofilen bis letztlich zur Beurteilung der exstirpierten

Herzklappe, darzustellen.
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Abbildung 12: A : Prdoperativer echokardiographischer Befund eines 70-jdhrigen sVHD-Patienten mit
schwerer Aortenklappenstenose. B: Echokardiographischer Befund eines 69-jihrigen Patienten mit
mittelgradiger Aortenklappenstenose. C: Ultraschall-Befundbogen der LMU; D: Messung der Vmax
iiber dem linksventrikuliren Ausflusstrakt fiir die Berechnung der KOF; E: 3D- Rekonstruktion einer
hochgradigen Aortenklappenstenose eines 62-jihrigen Patienten. Alle Untersuchungen wurden an der
Herzchirurgischen Poliklinik durchgefiihrt und dokumentiert. Alle Patienten stammen aus der sVHD-

Kohorte der vorliegenden Studie
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Abbildung 13: Linksventrikuldire Ejektionsfraktion (EF) aller eingeschlossenen Patienten. Prozentuale

Verteilung der erkrankten Herzklappen.
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5.2 Operationsbezogene Daten

5.2.1 Risiko-SCORE-Analyse

Uber die Erfassung der im Methodenteil genannten individuellen prioperativen
klinischen Parameter (Alter, Geschlecht, Nierenfunktion, Voroperationen, chronische
Lungenerkrankung, Diabetes, NYHA-Stadium, pulmonaler Hypertonus, kardiale
Voroperationen, Art des herzchirurgischen Eingriffs, praoperativer Kreatininwert, Grad
der Stenosierung bei bekannter KHK, Herzrhythmusstdrungen, priaoperativer Bedarf an
Katecholaminen) konnte mithilfe der 3 Mortalitdts-Scores (EURO I, EURO II, STS) fiir
jeden Patienten ein individuelles operatives Mortalitdtsrisiko berechnet werden. So
wiesen die Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung im Mittel ein
Risiko von 6,79 £ 2,67% (Euro SCORE I), 5,22 + 1,06% (EURO 1I), 2,02 + 0,17% (STS-
SCORE) auf. Entsprechend der Risikogruppeneinteilung nach Nashef et.al. 1999 [119],
Kuck et.al.2015 [120] und Balan et.al. 2017 [121] wiesen die Patienten im Durchschnitt
ein mittleres (STS und EURO II) bis hohes (EURO I) operatives Risiko auf.

Im Vergleich dazu wiesen die Patienten mit akut infektioser Endokarditis ein signifikant
hoheres (p<<0,0001) berechnetes operatives Risiko auf, als die Patienten mit chronisch

struktureller Herzklappenerkrankung (siche Abbildung 14).
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Abbildung 14: Individuelles operatives Mortalititsrisiko der 2 Kohorten (1 sVHD, 2 alE)
berechnet mit den online-verfiigbaren Scores: EURO I, EURO II, STS-Score (2017), Es zeigte
sich ein statistisch signifikanter Unterschied des berechneten operativen Risikos (p<0,0001).

49



5.2.2 Intraoperative Verlaufsdaten

Alle Patienten wurden an der Herz-Lungen-Maschine, unter Abklemmung der Aorta
(Ischdmiezeit), operiert. Die mittlere OP-Dauer der Kohorte 1 (sVHD) betrug 227+7 min,
die mittlere Zeit an der HLM 135448 min und die mittlere Ischdmiezeit lag im Schnitt
bei 96+31min. Ahnliche, d.h. signifikant nicht unterschiedliche Zeiten, konnten in der

Gruppe der akut infektiosen Endokarditis gemessen werden.
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Abbildung 15: Vergleich der intraoperativen Verlaufsdaten der 2 Kohorten (sVHD, alE). Es
konnte kein signifikanter Unterschied (p<0,05) in der Dauer der OP, HLM-Zeit und Ischdmie-
Zeit zwischen den beiden Kohorten gezeigt werden.

5.2.3 Makroskopische Graduierung

Intraoperativ erfolgte die Inspektion der erkrankten Herzklappe, mit anschlieBender
Graduierung und Dokumentation des Verkalkungsgrades (siehe Abbildung 16 A-C).
Eine native Herzklappe ist gekennzeichnet durch gute strukturelle Abgrenzung zwischen
Segel, Taschen und Anulus, ein nachvollziehbarer Klappenschluss und kein Anzeichen
von Auflagerung oder Verkalkung (Siehe Abbildung 16 C).

Dem gegeniiber zeigen sich bei der strukturellen Herzklappenerkrankung Kalkplaques,

die teilweise oder vollstindig den Klappenanulus umschlieBen und die Klappensegel
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respektive die Taschen infiltrieren (Siehe Abbildung 16 B). Hierdurch kommt es zum
teilweise oder vollstindigen Verlust des Klappenschlusses und/oder der Klappen6ffnung.
Die makroskopische Beurteilung der Klappenmorphologie ist abhéngig vom Operateur
und unterliegt keiner standardisierten Klassifikation. Hierdurch kommt es in Einzelfillen
auch zu unklaren Befundungen in denen eine Verkalkung der Herzklappe mit auflosender
Struktur auch als infektios charakterisiert werden kann (siche Abbildung 16 A und B).

Die explantierten Herzklappen konnten von den zustindigen Operateuren
folgendermaflen unterteilt werden: 62% massiv verkalkt, 21% deutlich verkalkt und 8%
leicht verkalkt. Bei 9% der Patienten lieB die Dokumentation keinen eindeutigen

makroskopischen Befund zu.

A: Chronisch struKturelle B: Akut infektiose C: Gesundes
HerzKlappenerkrankung EndoKkarditis HerzKlappengewebe
Intraoperativer Explantiertes Intraoperativer Explantiertes Intraoperativer

Befund Gewebe

Gewebe Befund

Native Mitralklappe

Aortenklappen-Prothese

Native Aortenklappe

Abbildung 16: Intraoperative makroskopische Beurteilung der erkrankten und gesunden
Herzklappen. A: Die Aortenklappenprothesen zeigen eine deutliche Destruktion und Verkalkung.
Die glinzenden Auflagerungen zeigen Ahnlichkeiten zu den thrombotischen Auflagerungen in
akut infektiosem Klappengewebe (B: Klappenprothese). Die massiven Kalkplaques auf der
nativen Aortenklappe (A) konnen makroskopisch nicht eindeutig von einer akut infektiosen
Auflagerung (B: native Klappe) abgegrenzt werden.

B:  Aortenklappenprothesen mit Endokarditis-typischen thrombotischen Auflagerungen.
Im Vergleich dazu weisen die gesunden Herzklappen (C) eine glatte Oberfliche ohne Verkalkung
und Vegetation auf.

Endokarditis-typische Befunde wie Abszesse oder thrombotische Vegetationen konnten

bei der makroskopischen Betrachtung der chronisch strukturell verdnderten Herzklappen

im Gegensatz zu den akut infizierten Herzklappen nicht nachgewiesen werden.
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5.3  Analyse des Herzklappengewebes

Das Herzklappengewebe wurde sofort nach Exstirpation unter sterilen Kautelen
prépariert und jeweils mikrobiologischer, histopathologischer und molekularbiologischer
Diagnostik zugefiihrt. Dabei wurde strengstens darauf geachtet, dass die makroskopisch
auffilligen Strukturen jeder weiterfiihrenden diagnostischen Untersuchung zur
Verfiigung gestellt wurden. Die Standarduntersuchung beinhaltet eine mikrobiologische
Diagnostik des Herzklappengewebes, obgleich die von uns angestrebte mikrobiologische
Diagnostik der Blutkultur erwartungsgeméif von der Kontrollgruppe und der Gruppe der
chronisch strukturellen Herzklappenerkrankungen negativ imponierte.

Die Kohorte der akut infektiosen Endokarditis zeigt ein Erregerspektrum im Blut von:
Staphylococcus aureus, Streptokokkus pyogenes, Koagulase-neg. Staphylokokken.,
Enterococcus faecalis+faecium u.a.

Im Detail zeigen sich nachfolgende Befundergebnisse.

5.3.1 Mikrobiologie

Wie zuvor erwihnt, ist es intraoperativ makroskopisch nicht immer moglich sicher
zwischen einer akut bakteriellen Infektion und einer chronisch strukturell verdnderten,
nicht infektiosen Herzklappe zu unterscheiden. So entschieden sich die zustidndigen
Operateure bei 7% der Patienten mit sVHD das explantierte Herzklappengewebe im Max-
Pettenkofer-Institut mikrobiologisch untersuchen zu lassen. In keiner dieser 7
Herzklappen konnten bakterielle Erreger oder deren genetisches Material mit der
standardméBig durchgefiihrten Gewebekultur oder der RT-PCR nachgewiesen werden.
Die mikrobiologische Diagnostik im Speziallabor wurde hingegen bei allen 100 Patienten
mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung, wie im Methodenteil beschrieben,
durchgefiihrt. Obwohl préoperativ bei keinem der 100 Patienten der Verdacht auf eine
bakteriell bedingte, akut infektiose Endokarditis bestand, konnten bemerkenswerterweise
aus 5 der 100 untersuchten Gewebe bakterielle Erreger, nach Vorbehandlung im
Ultraschallbad, mikrobiologisch angeziichtet werden. Es konnten folgende Erreger in
den Kultur-positiven Gewebeproben nachgewiesen werden: Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus saccharolyticus, Enterococcus faecalis, Clostritdium
difficile und Staphylococcus warneri. In der histopathologischen Untersuchung konnten
alle 5 Klappen als chronisch strukturelle Herzklappenerkrankung mit deutlicher

Fibrosierung und Kalzifikation identifiziert werden.
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Uber die im Methodenteil beschriebenen immunhistochemischen Antikérper-Firbungen
konnten die Bakterien intramural, tief eingebettet im verkalkten und fibrotischen
Gewebe, nachgewiesen werden. In der Abbildung 17 (Seite 54) werden 4 dieser 5 Kultur-

positiven Herzklappen histopathologisch sowie immunhistochemisch dargestellt.

5.3.2 Histopathologie

Die Beurteilung der histopathologischen Verdnderungen erfolgte zum einen (n=15) durch
das Pathologische Institut der LMU, als auch bei allen explantierten Herzklappen (n=133)
zweitzeitig durch das Fraunhoferinstitut Leipzig. Einheitliche Kriterien fiir die Diagnose
richten sich nach den von-Reyn-Kriterien und werden untermauert durch den Nachweis
von Fibrosierung iiber die van-Gieson-Féarbung, Verkalkung via von-Kossa-Férbung und
der invasiven Infiltration von Bakterien iiber die immunhistochemische Antikorper-
Féarbung (sieche Abbildung 17).

Von den 100 chronisch strukturell verdnderten Herzklappen wurden 15% in das
Pathologische Institut der LMU geschickt und einer histopathologischen Untersuchung
unterzogen. Keine der 15 untersuchten Herzklappen wies in den Standardférbungen (HE,
EvG, PAS-Fiarbung) Zeichen einer akuten Infektion auf. AuBerdem konnte in keiner
strukturell verdnderten Herzklappe ein mikroskopischer Erregernachweis erbracht
werden. Im untersuchten Gewebe konnten weder Vegetationen noch Abszesse oder
Entziindungsinfiltrate mit polymorphonukledren Leukozyten, als Zeichen einer akut

infektiosen Endokarditis, nachgewiesen werden.

Das untersuchte Klappengewebe zeigte eine vermehrte Fibrosierung und Sklerose der

Intima und Media, herdférmige grobschollige Verkalkung mit fokalem Nachweis von
Schaumzellen sowie Entziindungsinfiltrate, bestehend aus Lymphozyten, Plasmazellen
und Histiozyten, als Zeichen einer chronischen Inflammation. In der speziellen
histopathologischen Untersuchung (Crossmon-, van-Gieson, von-Kossa-Férbung)
konnten Unterschiede zwischen akut infektiosem Klappengewebe und chronisch
strukturell verdndertem Gewebe gezeigt werden. So konnte {iber die Crossmon-Férbung
im akut infektiosen Herzklappengewebe ein dichtes Entziindungszellinfiltrat mit

zahlreichen neutrophilen Granulozyten, im Vergleich zu den nur vereinzelt
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vorkommenden Immunzellen in chronisch strukturell verdndertem Gewebe

lichtmikroskopisch dargestellt werden.

Chronisch strukturelle HerzKlappenerkrankungen mit positiver Klappenkultur
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Abbildung 17: Histopathologische Untersuchung der Kultur-positiven sVHD — Klappengewebe
A: Die Crossmon-Fdrbung zeigt dichte Kollagenfaserbiindel, die van-Gieson-Fdirbung eine
charakteristische Fibrosierung und die von-Kossa-Fdrbung eine deutliche Kalzifikation, als
typische Merkmale einer chronisch strukturell verdnderten Herzklappe.

B: Uber die immunhistochemische Antikorper-Firbung konnten die bakteriellen Erreger in
chronisch strukturell verdndertem Herzklappengewebe dargestellt werden.

Sowohl akut infiziertes Gewebe als auch chronisch verdndertes Gewebe stellte sich in der
van-Gieson-Farbung mit einer deutlichen Fibrosierung dar, wenn auch in chronisch

strukturell verdnderten Herzklappen in deutlich ausgepragterer Form.
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Die von-Kossa-Farbung, zur speziellen Darstellung von Kalzifikationen, zeigte in
chronisch strukturellen Herzklappenveridnderungen massive Kalkablagerungen, wahrend
in akut infektiosem Gewebe nur vereinzelte Kalkstrukturen nachweisbar waren.

In der nachfolgenden Abbildung (Abbildung 18) werden 3 Gewebeschnitte (gesundes
Gewebe, alE, sVHD) in den 3 genannten Farbungen dargestellt.

A: Chronisch strukturelle B: Akut infektiose C: Gesundes
HerzKklappenerkrankung Endokarditis HerzKklappengewebe

/ :f/e’/’ %

Crossmon

van Gieson

von Kossa

Abbildung 18: Firbung und histopathologische Untersuchung des Klappengewebes. A:
Deutliche Fibrosierung (van Gieson) und Verkalkung (von Kossa) B: Neben der Fibrosierung ist
auch ein deutliches Entziindungszellinfiltrat erkennbar. C Gesundes Klappengewebe weist keine
Fibrose und nur lockere Kollagenfaserbiindel (Crossmon) auf.

AuBlerdem wurden das infizierte Herzklappengewebe (Staph. aureus pos. DNA) tiber
Fluoreszenz- und Immunfluoreszenzfiarbungen gefarbt und histopathologisch untersucht.
Als Negativ-Kontrolle wurde nicht-infiziertes Herzklappengewebe verwendet, als
Positiv-Kontrolle Monokulturen von Staphylococcus aureus (Gram-positiv) und
Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativ). Damit soll gezeigt werden, dass iiber die
verwendeten Farbungen beide Bakterienarten angefarbt und dargestellt werden konnen.
In der nachfolgenden Abbildung (Abb. 19) werden exemplarische Gewebeschnitte
gezeigt. Dabei erfolgte der unspezifische Erregernachweis in der Hexidium-lodid-
Farbung, mit der Bakterien und grof3e Eukaryotische Zellkerne rot angefarbt werden. Die
immunhistochemischen Férbungen wurden fiir die spezifische Darstellung von
Staphylococcus —aureus (anti-Staph. aureus Antikdrper 704, blau), infiltrierte
Makrophagen (CD 14 Antikorper, griin) und neutrophile Granulozyten (CEACAM-
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6/CD66¢ Antikdrper, gelb) verwendet. Sowohl in akut infektiosem Klappengewebe als
auch in chronisch strukturell verdnderten Herzklappen konnte Staphylococcus aureus
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Allerdings zeigten sich in den akut
infektiosen Klappen deutlich mehr Bakterien und eine Co-Lokalisation von Makrophagen

und neutrophilen Granulozyten als in den Klappen mit sVHD.

A: Chronisch strukturelle B: AKut infektiése C: Gesundes
HerzKlappenerkrankung EndoKkarditis HerzKklappengewebe
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Abbildung 19: Immunhistochemische Fdrbung des explantierten Klappengewebes A: Nachweis
von Staph. aureus tiber die immunhistochemische Anitkérper-Fdarbung im chronisch strukturell
verdndertem Klappengewebe. Im Gegensatz zur akut infektiosen Endokarditis (B) konnte im
sVHD-Gewebe keine Co-Lokalisation von Staph. aureus mit Makrophagen oder neutrophilen
Granulozyten gezeigt werden. Die Erreger verteilten sich disseminiert im Klappengewbe. C: Im
gesunden Klappengewebe konnten erwartungsgemdfs keine Bakterien immunhistochemisch
nachgewiesen werden.

Neben Staphylococcus aureus konnten auch die anderen 5 untersuchten bakteriellen
Erreger immunhistochemisch im Herzklappengewebe nachgewiesen werden. Die Erreger
zeigten sich intramural, tief eingebettet in der Kalzifikation und Fibrose der chronisch

strukturell verdnderten Herzklappen (siche Abbildung 20).

56



A Cutibacterium acnes B Enterococcus faecalis C Staphylococcus aureus

B = .
sVHD Bakterien “ Kalzifikation sVHD Kalzifikation
g 7 | "

> i g ,‘: Bakterien ’,ﬁ" ‘i

X
o %)
LW /"

% Kalzifikation

100 pm

Fibrose

100 pm--

E Enterococcus faecium F Clostridium difficile

W e
Kalzifikation
10 um

Kalzifikation
- oyt
Iz
H
it * 7 f
10 pm _110!0"“1,,“-

Fibrose
ST

.- Kalzifikation |

N4

/

‘7 T LA N
. NRs

A5~

* q >
—— x 0 A -—
10 ym 00 pm ',,,’ 10 ym Bakterien

Abbildung 20: Immunhistochemische Darstellung der bakteriellen Erreger im kalzifizierten
Klappengewebe. Alle 6 Bakterienspezies zeigen sich intramural eingebettet in Kalzifikation und
Fibrose. A/B: Cutibacterium acnes und Enterococcus faecalis lagern sich in einem dichten
Entziindungszellinfiltrat im Herzklappengewebe ab.

5.3.3 Molekularbiologie
Die molekularbiologische Untersuchung des explantierten Herzklappengewebes erfolgte
iiber eine quantitative TagMan-PCR.
Diese quantitative Analyse der ausgewihlten bakteriellen Spezies Staphylococcus
aureus, Enteroccocus faecium + faecalis, Propionibacterium acnes, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalcatiae, Klebsiella pneumoniae und Clostridium difficile,
ergab fiir die Kontrollkohorte (Kohorte ohne Anzeichen fiir Infektion oder Verkalkung)
durchwegs negative Ergebnisse.
Die chronisch strukturellen Herzklappenerkrankungen dementgegen zeigen ein inter- und
intraindividuelles Expressionsprofil der quantitativen Taq-PCR im Hinblick auf das
Erregerprofil (siche Abbildung 21)
Insgesamt wurde in 72 von 100 chronisch strukturell verdnderten Klappen genetisches
Material der zuvor genannten Bakterien gefunden.
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 21) zeigt die Ergebnisse der PCR Untersuchung der
beiden Kohorten (alE und sVHD) und zeigt sowohl in der Kohorte mit akut infektioser
Endokarditis als auch der Kohorte mit chronisch strukturell verdnderten Herzklappen eine
polymikrobielle Besiedlung.
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Insgesamt konnte in der Kohorte der sVHD in 3% eine Besiedlung mit 3 Keimen, in 28%
mit 2 Keimen und in 44% eine unibakterielle Besiedlung nachgewiesen werden. 28 der
100 chronisch strukturell verdnderten Herzklappen wiesen eine negative PCR auf.

Die Klappen der alE-Kohorte waren in 22% mit einem bakteriellen Erreger besiedelt. In
43,5% der akut infizierten Klappen konnten 2 bakterielle Erreger via PCR im
Klappengewebe nachgewiesen werden, wihrend 30,5% der Klappen mit 3 Keimen und
4% der Klappen mit 4 bakteriellen Erregern besiedelt waren.

Uber die TagMan-PCR kann nicht nur genetisches Material nachgewiesen, sondern auch
die genaue Menge genetischen Materials quantifiziert werden.

So werden in der nachfolgenden Abbildung (siche Abb. 21) die Konzentrationen
bakterieller DNA aus chronisch strukturell verdnderten sowie akut infektiosen
Herzklappen miteinander verglichen und graphisch dargestellt.

Alle 23 untersuchten akut infektiosen Klappen lieferten eine positive Klappenkultur und
dementsprechend konnte auch das genetische Material der Bakterien {iber die TagMan-

PCR in allen Klappen nachgewiesen werden.

Anzahl der sVHD-Patienten Anzahl der alE-Patienten

1 72

C. acnes

E. faecalis

S. aureus

S. pyogen. B

g H E. faecium g §

g C. difficile

[ pg/mi

1 10t 102 10° 10* 10° 10°

Abbildung 21: In 72 von 100 chronisch strukturell verdnderten Herzklappen konnte genetisches
Material der obengenannten Bakterien iiber die TagMan-PCR nachgewiesen werden.

In der nachfolgenden Graphik werden die Konzentrationen der TagMan-PCR-
Untersuchungen der 6 Keime (Staph. aureus, E. facealis, E. faecium, Propionibacterium
acnes, Streptococcus pyogenes, Strept. agalactiae, Klebsiella pneumonie, Clostridium
difficile) jeweils im Vergleich zwischen chronisch struktureller und akut infektioser

Herzklappenerkrankung dargestellt. Der hiufigste molekularbiologisch nachgewiesene
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Erreger war Cutibacterium acnes, dessen genetisches Material aus 59 von 100 strukturell
verdnderten Herzklappen extrahiert werden konnte.

Alle 23 akut infizierten Herzklappen wiesen eine positive Klappenkultur mit einem der
obengenannten Keime auf. In der molekularbiologischen PCR Untersuchung hingegen
konnte bei den meisten Endokarditiden, wie in Abbildung 21 dargestellt, eine
polymikrobielle Besiedlung mit mehr als einem bakteriellen Erreger nachgewiesen
werden.

Die nachfolgenden Graphiken zeigen, dass die Menge der amplifizierten bakteriellen
DNA in den meisten akut infizierten Herzklappen deutlich hdher war, als in chronisch
strukturell verdnderten Klappen (siehe Abbildung 22: Enterococcus faecalis). Ein Teil
der untersuchten sVHD-Klappen zeichnet sich jedoch durch den Nachweis dhnlich hoher
bakterieller DNA-Konzentrationen wie in den untersuchten alE-Klappen aus (siehe
Abbildungen 22: Cutibacterium acnes).

Das bakterielle Genom der beiden Keime Klebsiella pneumoniae und Streptococcus

agalactiae konnte nicht im sVHD-Klappengewebe nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Quantitative TagMan-PCR-Analyse der 100 sVHD und 23 alE-Klappen
Fiir 6 der 8 gemessenen Keime konnte bakterielle DNA im Gewebe chronisch struktureller
Herzklappenerkrankungen nachgewiesen werden. Auffillig ist die vergleichbare Menge der
DNA-Konzentration von Cutibacterium acnes im sVHD- und alE-Klappengewebe.
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5.4  Postoperativer Verlauf

5.4.1 Reaktion des Imnmunsystems

Im Rahmen des Aufenthaltes auf der Intensivstation erfolgte bei jedem Patienten die
regelméfige Bestimmung der laborchemischen Entziindungsparameter (CRP, Leukos,
IL-6). Im Rahmen der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden die
Entziindungswerte des 1., 2. und 3. postoperativen Tages erfasst und graphisch
dargestellt. In folgender Graphik werden die Patienten mit sVHD ohne positiver
Klappenkultur (blau) mit den Patienten mit sVHD mit positiver Klappenkultur (griin)
(Abb. 23 A) verglichen. AuBerdem erfolgte ein Vergleich der postoperativen
Entziindungswerte der PCR-positiven Patienten mit den PCR-negativen sVHD-Patienten
(Abb. 23 B).

Zwischen den Patienten mit Kultur-positiver und Kultur-negativer sVHD konnte kein
signifikanter Unterschied in der Konzentration der postoperativ gemessenen
Entziindungsparameter nachgewiesen werden (CRP p= 0,213; Leukozyten p= 0,444;
IL-6 p=0,428).

Auch der Vergleich der PCR-positiven Klappen (n=72) mit den PCR-negativen Klappen

(n=32) zeigte keinen signifikanten Unterschied im Verlauf der postoperativ gemessenen

Entziindungsparameter.
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Abbildung 23: Entziindungsparamter im postoperativen Verlauf
A: sVHD Kultur negativ (blau), sVHD Kultur positiv (griin),
B: sVHD PCR negativ (blau) und sVHD PCR positiv (lila)

Es konnte kein signifikanter Unterschied im Verlauf der laborchemischen Entziindungsparameter
gezeigt werden.
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5.4.2 Postoperative Komplikationen

In der nachfolgenden Tabelle (Abb. 24) werden die postoperativen Komplikationsraten
der Kohorten dargestellt. Dabei sind die relativen Héufigkeiten in Prozent angegeben.
Die Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung wurden in die 2
Subgruppen  Kultur-positiv.  und TaqMan-positiv  unterteilt und mit den
Komplikationsraten der Patienten mit akut infektioser Endokarditis verglichen. Hinter der
Haufigkeitsangabe (%) wird der p-Wert, berechnet mit Fisher’s exaktem Test, als
Dezimalzahl in der Klammer angegeben. Ein p-Wert von <0,05 wird als statistisch
signifikant angesehen.

Zwischen der Kultur-positiven Subgruppe und der Kohorte mit akut infektioser
Endokarditis konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Rate der

postoperativen Komplikationen gezeigt werden.

Neurologische 11 (0,0027)* | 20 (0,626) 8(0,0013)* | 39
Dysfunktion
Re-Intervention 18 (0,086) 20 (0,99) 18 (0,155) 35
Dialysepflicht 7(0,0159)* | 0(0,553) 6 (<0,001)* | 26
Tracheotomie 2(0,0111)* | 0(0,99) 3 (0,029)* 17
ECMO 2 (0,4657) 0(0,99) 3 (0,569) 4
Herzrhythmusstérungen | 42 (0,646) 20 (0,355) 43 (0,810) 48
Schrittmacherimplantation | 7 (0,0047)* | 0 (0,289) 4 (0,0016)* | 30
Sepsis 8(0,0242)* |0 (0,99) 10 (0,076)* | 26
Respiratorische 45 (0,058) 20 (0,99) 49 (0,029)* | 22
Insuffizienz
sVHD sVHD sVHD alE
Kultur+ TagMan +

Abbildung 24: Prozentuale Verteilung der postoperativen Komplikationen der Patienten mit
chronisch struktureller Herzklappenerkrankung sowie den Subgruppen Kultur+ und PCR+ im
Vergleich mit den Patienten mit akut infektioser Endokarditis. Berechnung der p-Werte iiber
Fishers's exaktem Test. Es zeigte sich eine signifikant héhere Komplikationsrate bei Patienten
mit akuter Infektion. Allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede in der postoperativen
Komplikationsrate zwischen akuter Infektion und Kultur-positiver chronisch struktureller
Herzklappenerkrankung gezeigt werden.
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Mit dem Hintergrund einer mdglichen infektiosen Pathogenese struktureller
Herzklappenerkrankungen wire es durchaus denkbar, dass erhohte pridoperative
laborchemische Entziindungsparameter, als Hinweis fiir eine Infektion, mit einer
grofleren Anzahl an postoperativen Komplikationen assoziiert sind.

Der Zusammenhang zwischen der préoperativ gemessenen Konzentration von CRP,
IL-6 und Leukozyten (metrische Variable) und der Anzahl der postoperativen
Komplikationen (ordinalskalierte Variable) wurde unter Anwendung der Spearman-
Korrelation analysiert. Die dafiir durchgefiihrte Korrelationsanalyse zeigte allerdings
keinen Zusammenhang zwischen der Hohe der prioperativen laborchemischen
Entziindungsparameter (CRP, IL-6, Leukozyten) und der Rate der postoperativen
Komplikationen.

Die Korrelationskoeffizienten nach Spearman lagen bei 0,106 (CRP), 0,261
(Leukozyten), 0,046 (IL-6).

Die Hohe der prioperativ gemessenen Entziindungsparameter der Patienten mit akut
infektioser Endokarditis wiesen ebenfalls keine Korrelation zur Anzahl der postoperativ

aufgetretenen Komplikationen auf.

5.4.3 Mortalitiitsrate

Im Rahmen der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden alle Patienten
hinsichtlich ihres Uberlebens iiber einen postoperativen Zeitraum von 30 Tagen
beobachtet.

Von den 100 Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung verstarben 3
Patienten innerhalb von 30 Tagen nach der Operation. Ein weiterer Patient verstarb
wihrend seines Krankenhausaufenthalts am 33. postoperativen Tag auf der
Intensivstation.

Als Todesursachen dieser Patienten konnten ein septisches Multiorganversagen,
kardiogener Schock bei Multiorganversagen bzw. Perikardtamponade festgestellt
werden.

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0205) in der 30-Tage-
Uberlebensrate zwischen der Kultur+ und der Kultur- Subgruppe der sVHD-Kohorte
(siche Abbildung 25 B).

Auch zwischen der Kohorte mit akut infektioser Endokarditis und der Kohorte mit
chronisch struktureller Herzklappenerkrankung sowie der PCR-positiven Subgruppe der
sVHD-Kohorte konnte ein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden (siehe

Abbildung 25 A und D). Die Patienten mit akut infektioser Endokarditis wiesen damit
63



ein signifikant schlechteres 30-Tage-Uberleben auf als die Patienten mit chronisch

struktureller Herzklappenerkrankung.
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Abbildung 25: 30-Tage Uberlebensrate

Die Patienten mit chronisch struktureller Herzklappenerkrankung zeigten ein signifikant besseres
30-Tage Uberleben als die Kohorte mit akut infektibser Endokarditis (A und D).
Aufierdem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den sVHD-Patienten mit positiver
Klappenkultur und den Patienten mit negativer Klappenkultur (B) festgestellt werden. Zwischen
den molekulargentisch positiv und negativen Gewebeproben konnte kein signifikanter
Unterschied des 30-Tage-im-Haus-Uberlebens festgestellt werden.
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6 Diskussion

Allgemeine Aspekte der bakteriellen Infiltration der sVHD

Die vorliegende wissenschaftliche Untersuchung adressiert das Vorkommen und die
Haufigkeit von Endokarditis-assoziierten Bakterien in strukturell erkrankten
Herzklappengeweben. Im Fokus wissenschaftlichen Interesses stehen dabei
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium und faecalis, Streptokokkus pyogenes und
agalactiae, Propionibacterium acnes, Clostridium difficile sowie Klebsiella pneumoniae.
Die Grundlage der Untersuchungsergebnisse bilden Herzklappengewebe einer Kohorte
von 100 Patienten mit sVHD, nach Ausschluss einer akut infektidosen Endokarditis. Alle
Gewebe wurden nach spezifischer Gewebepriparation einer mikrobiologisch-,
kulturbasierten Diagnostik unterzogen. Hierbei erfolgte ein positiver Nachweis fiir
Staphylococcus haemolyticus, saccharolyticus und warneri, Enterococcus faecalis und
Clostridium difficile in jeweils einem Herzklappengewebe, respektive einem Patienten.
Die Gewebepriparation der verkalkten, fibrosierten Herzklappen erfolgte hierbei,
gegeniiber bekannten Aufbereitungsprotokollen, in 3 Schritten. Durch mechanische und
chemische  Auftrennungsschritte ~wurden die Bakterien des sklerosierten
Herzklappengewebes aus dem Zellverband geldst und in einen planktonischen Zustand

uberfiihrt.

In der Vergangenheit flihrte die Entwicklung molekularbiologischer Nachweisverfahren
zur Etablierung von TagMan-PCR-Methoden [17], die eine absolute Quantifizierung,
bspw. der bakteriellen DNA in einem Gewebeverband, erlauben [127, 128].

Diese Methode wurde zur Untersuchung von 100 Herzklappengeweben von sVHD
Patienten herangezogen. Es erfolgte ein Vergleich der bakteriellen DNA-Expression
zwischen Herzklappengewebe von Patienten mit sVHD und Herzklappengewebe von
Patienten mit dem Nachweis einer alE. Dabei dienen die mikrobiologisch positiven
Gewebe der alE als Referenzkonzentration, um eine Schwelle der mittels PCR
detektierten bakteriellen Konzentration und dem mikrobiologischen Kulturnachweis
abzubilden. Somit gelingt es erstmalig, nicht nur das Vorhandensein von alE assoziierten
Erreger-DNA im verkalkten Herzklappengewebe nachzuweisen, sondern auerdem die
Menge der DNA-Konzentration im Herzklappengewebe von sVHD Patienten

abzuschitzen.
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Diese Erkenntnisse haben weitreichende Konsequenzen im klinischen Alltag, sowohl fiir
die Entwicklung und Etablierung von Routine-Diagnostikverfahren als auch fiir die
Patientenselektion =~ im  Hinblick auf die  Anwendung  therapeutischer
Interventionsverfahren von strukturell erkrankten Herzklappengeweben. Insbesondere
die klinische Etablierung Katheter-basierter Herzklappenersatzverfahren (TAVI)
benétigt eine explizite Risikostratifizierung des Patientenklientels [90]. In einer
Multizenterstudie von Regueiro et al. (2016) wurden 20.006 Patienten nach TAVI-
Implantation im Hinblick auf die Entwicklung einer Prothesenendokarditis untersucht
[129]. Aus diesem Untersuchungskollektiv sind 250 Félle (1,2%) einer definitiven
Endokarditis dokumentiert, mit einer In-Haus-Mortalitdt von 36% und einer 2-Jahres-
Sterblichkeit von 66,7% [129]. Die Autoren vermuten eine zweizeitige Infektion (1,5
Monate bis 13,4 Monate; mittleren Zeitabstand von 5,3 Monaten) nach TAVI
Implantation im Sinne einer Prothesenendokarditis, ohne einen mdglichen
Zusammenhang zu einer initialen bakteriellen Infiltration der sVHD-Herzklappen
aufzuzeigen [129]. Die nach TAVI Implantation detektierten Prothesenendokarditiden
weisen ein Erregerspektrum von Enterococcus ssp., Staphylococcus aurerus, Koagulase-
negative-Staphylokokken und Streptokokken der Viridansgruppe auf [129-131]. Im
historischen Kontext dieser Erkenntnisse ist auffillig, dass bereits verschiedene
Arbeitsgruppen 1996, 1998, 2000 und 2002 im Herzklappengewebe von Patienten mit
sVHD die typischen alE Keime mikrobiologisch nachgewiesen und als Kontamination
deklariert haben [39-42]. Es kann aber auch vermutet werden, dass die typischen
Endokarditis-Keime schon vor einer TAVI-Implantation an der Progression einer
verkalkten, stenosierten Herzklappenerkrankung beteiligt sind. In diesen Féllen konnte
man annehmen, dass eine offen-chirurgische Intervention mit einer vollstindigen
Sanierung des strukturell verdnderten Gewebes, das Risiko fiir eine Protheseninfektion
verringert. Zusétzlich konnte das exstirpierte Klappengewebe einer mikrobiologischen
und molekularbiologischen Analyse zugefiihrt werden, um ggf. eine individuelle

Antibiotikatherapie zu generieren.

Historische Einordung der eigenen Befunde

Der Goldstandard zum Nachweis von Bakterien ist seit dem 19. Jahrhundert die
Kultivierung von bakteriellen Erregern aus Blut- respektive Gewebeproben [132, 133].
Diese Nachweismethoden wurden im Laufe des vergangenen Jahrhunderts in vielerlei
Hinsicht in ihrer Sensitivitit und Spezifitit deutlich weiterentwickelt [134]. Die

Kultivierung von Herzklappengewebe und der Kulturnachweis von Bakterien im Blut ist
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aktuell im klinischen Setting ein Hauptkriterium fiir die Diagnose einer akut infektiosen
Endokarditis [99]. Ungeachtet der Entwicklung von Diagnoseverfahren, gibt es im
klinischen Alltag, unterstiitzt durch wissenschaftliche Arbeiten, bei bis zu 35% der
Patienten mit klinischen Zeichen einer Endokarditis keine mikrobiologische Bestétigung
auf Bakteridmie in der Blutkultur [135-137]. Die klinische und wissenschaftliche
Landschaft verweist eindeutig auf den Nutzen und die Notwendigkeit von
mikrobiologischen Untersuchungen des infizierten Herzklappengewebes, insbesondere
bei kulturnegativen Endokarditiden [135, 137, 138]. Ungefdhr 50% der alE Patienten
werden ausschlieBlich einer konservativen Therapie mittels Antibiose unterzogen [99].
Die Antibiose zielt auf eine initiale Beeinflussung der Erregerproliferation oder auf ein
Abtoten der Bakterien ab [139]. Das Immunsystem des infizierten Organismus muss in
der Folge die Erreger eliminieren oder ggf. ,,einmauern [55, 140]. Der Zusammenhang
zwischen bakteriellem Nachweis und einer Herzklappenverkalkung ist fiir eine Vielzahl
von Erregern bekannt [17, 38, 141, 142]. Es ist weiterhin vorstellbar, dass eine initiale
strukturelle Verdnderung der Herzklappe, bspw. durch Stérung im Kalziumstoffwechsel
[15], sekunddr zur Anlagerung von bakteriellen Erregern fithren kann und ggf. den Grad
der Verkalkung beeinflusst. Trotz dieser Erkenntnisse {iber den Zusammenhang zwischen
bakterieller Infiltration und sVHD gehort der mikrobiologische Kulturnachweis nicht zur
klinischen Routine [90]. Bereits Giladi et al. 1996 [42], Chuard et al. 1998 [41] und
Campbell et al. 2000 [40] untersuchten in {iber 600 Herzklappengeweben von Patienten
mit struktureller Herzklappenerkrankung durch mikrobiologische Nachweisverfahren
eine mogliche bakterielle Infektion respektive Kontamination. Die Studien isolierten aus
den Herzklappen in 11%-17% u.a. Koagulase-negative-Staphylokokken, Streptokokken
der Viridansgruppe, Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes und Enterococcus
faecalis [40-42]. In der Zusammenschau dieser Studien konstatierten jedoch die Autoren,
dass es sich um Kontaminationen handelt und nicht um reale Infiltrationen [40-42]. In
diesen Studien wurden jedoch keine strukturellen und ultrastrukturellen Untersuchungen
zur Validierung der Ergebnisse herangezogen [40-42]. Im Jahr 2002 untersuchte die
Arbeitsgruppe um Kolltveit et al. [39] durch zuséitzliche elektronenmikroskopische
Analysen an Herzklappen von 19 Patienten, ob die mikrobiologisch nachweisbaren
Bakterien, isoliert aus den Herzklappengeweben, sich ultrastrukturell, intramural
abbilden lassen [39]. Es zeigte sich beispielsweise fiir Clostridium spp. und fiir
Propionibacterium acnes eine eindeutige, intramurale Lokalisation von Kolonien [39].
Hiermit wurde erstmalig belegt, dass auch in strukturell erkrankten Herzklappen eine

bakterielle Pathogenese moglich ist [39].
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Der eigene Forschungsanspruch beschiftigte sich u.a. damit, ein Protokoll zu etablieren,
das die morphologischen Verdanderungen der Herzklappe von Patienten mit sVHD
berticksichtigt und es gestattet, Bakterien aus einem Zellverband von Kollagen, Fibrose
und Kalzifikation herauszulosen. Die sVHD-Klappen sind im Wesentlichen durch einen
hohen Grad an Verkalkung, Fibrosierung und Kollagengehalt charakterisiert. Mogliche
intramural ~ exponierte  bakterielle  Erreger sind fiir = standard-mikrobielle
Aufbereitungsprotokolle nur sehr schwer zuginglich. Im Rahmen der vorliegenden
wissenschaftlichen Arbeit wurde das Herzklappengewebe nach makroskopischer
Beurteilung mechanisch zerkleinert, um die Oberfliche fiir nachfolgende
Aufbereitungsschritte zu erhdhen. Bis zu diesem Punkt der Gewebeaufbereitung
entspricht die Vorgehensweise einer klinischen Routine [143]. Eigene
histopathologische- und immunhistologische Untersuchungen belegen auBerdem eine
intramural-lokalisierte Infiltration vereinzelter Bakterien respektive bakterieller
Kolonien. Es zeigt sich eine Assoziation der bakteriellen Erreger mit verkalkten und
fibrosierten Gewebestrukturen. Daher wurde das Gewebe in einem Medium mit Fildes-
Extrakt {iber mehrere Stunden kultiviert, um, durch enzymatische Aufbereitung von
Kollagen und Fibrose, die Bakterien aus einem Zellverband zu l6sen. Der dritte
Arbeitsschritt des Aufbereitungsprotokolls basiert auf den Erkenntnissen, dass durch eine
Ultraschallbehandlung Bakterien aus einem Biofilm separiert werden konnen [144]. In
Herzklappengewebe von Patienten mit sVHD wurden zur Bildung von Biofilmen
befdhigte Bakterien, wie Staphylokokken [145] , Streptokokken [146], Enterokokken
[147] sowie Clostridien [148], nachgewiesen. Der Biofilm besteht iiberwiegend aus
Bakterien und extrazelluldrer Matrix [149]. Ein Auflosen des Biofilms mittels Ultraschall
gestattet einen besseren Kontakt zwischen Medium und Bakterium, mit nachfolgender
Verbesserung der Proliferation [150, 151]. Die Ultraschallwellen 16sen die Erreger aus
dem Gewebeverband und iiberfithren die Bakterien in einen planktonischen Zustand,

wodurch die Erreger als freie Suspension imponieren [144, 152, 153].

Diese Kombinationsschritte zur Auftbereitung des Herzklappengewebes fiihrten in der
eigenen Kohorte von sVHD-Patienten in 5 Féllen zu einem mikrobiologischen Nachweis
von Staphylococcus warneri, saccharolyticus sowie haemolyticus, Enterococcus faecalis
und Clostridium difficile. Im Vorfeld der Etablierung dieses erweiterten
Aufbereitungsprotokolls erfolgte die Aufbereitung der Herzklappengewebe lediglich
mechanisch, gefolgt von einer Inkubation mit Thioglykolat [39]. Die Anwendung dieser

Protokollschritte fiihrte jedoch nicht zu einem mikrobiologischen Nachweis von
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Bakterien im Gewebe. Der Arbeitsgruppe um Kolltveit et al. (2002) gelang jedoch in
Anwendung des vereinfachten Protokolls, nach mechanischer Auftrennung und
Uberfiihrung in  das obengenannte Medium, in 12 von 19 untersuchten
Herzklappengeweben ein mikrobiologischer Nachweis fiir Neisserien, Clostridien,
Listerien, Pantoen, Streptokokken, Propionibakterien, Staphylokokken, Streptokokken
und Acinetobacter [39].

Prinzipiell belegt diese Untersuchung an 19 Patienten, dass auch Bakterien, die zur
Biofilm-Bildung befdhigt sind, ohne zusitzliche Ultraschallbehandlung aus dem
Herzklappengewebe von Patienten mit sVHD isoliert und angeziichtet werden konnen.
Eine mdgliche Begriindung, weshalb das vereinfachte Protokoll von Kolltveit et al.
(2002) [39] in den Geweben der hier untersuchten 100 sVHD- Patienten keinen
bakteriellen Nachweis erbrachte, kann durch den Grad der strukturellen Verdnderung des
Herzklappengewebes  begriindet sein. Patienten, die einem chirurgischen
Herzklappenersatz mit der Grunderkrankung einer sVHD unterliegen, haben prinzipiell
eine hohe Varianz fiir den Grad der Verkalkung, des Kollagengehaltes und der
Fibrosierung. Hierdurch wird es deutlich erschwert mit Standardprotokollen einen
Zugang zur Bakterienkolonie zu generieren. Es ist auch vorstellbar, dass die praoperative
antibiotische Therapie Einfluss auf das ex-vivo-Wachstum von Bakterien nach
Klappenexplantation nimmt. In der eigenen Kohorte wurden jedoch lediglich 10% der
Patienten préoperativ mit Antibiose vorbehandelt, sodass dies kein hinreichendes
Erklarungsmodell fiir ein vermindertes Wachstum der Bakterien gegeniiber der Kohorte

von Kolltveit et.al. [39] liefert.

Da die klinische Routine eine standardisierte mikrobiologische Diagnostik von sVHD
explantierten Herzklappen nicht vorsieht, ldsst die Literatur keine genauen
Erklarungsmodelle fiir die Anziichtbarkeit von Bakterien unter diesen Bedingungen zu.
Berticksichtigt man jedoch die Erkenntnisse von Reguiero et al. (2016) [129], dass
Patienten nach TAVI-Implantation insbesondere an Staphylokokken, Streptokokken und
Enterokokken, im Sinne einer Prothesenendokarditis mit einer hohen Mortalitdtsrate,
erkranken, dann sollten zukiinftige Studien zwingend untersuchen, welche Bakterien mit
welchem Nachweisprotokoll aus sVHD-Klappengewebe zum Leben erweckt werden
konnen. Die hier vorliegenden Ergebnisse in Zusammenschau mit der Literatur lassen
auch die Hypothese zu, dass durch die TAVI-Implantation das verkalkte Gewebe
gesprengt wurde und moglicherweise vorab manifestierte Bakterien zur erneuten

Proliferation gefiihrt wurden. Die Pathomechanismen hinter diesen Erkldrungsmodellen
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werden durch das Vorhandensein von bakteriellen Persister-Zellen noch angefeuert und

zu einem spdteren Zeitpunkt ausgiebig diskutiert.

Die  Wissenschaftslandschaft des  nachfolgenden  Jahrzehnts  wird  von
molekularbiologischen Analysen des Herzklappengewebes dominiert [17, 37, 38, 154].
Bei genauerer Betrachtung der Literatur kam es durch die Erweiterung des
Methodenspektrums via PCR zusitzlich zu einer Hinwendung zu oralpathogenen
Bakterien [17, 38]. Es ist nicht hinreichend nachvollziehbar, warum der
Generationswechsel des Methodenspektrums hin zu molekularen Nachweisverfahren, die
Erkenntnisse von Giladi et al. (1996), Chuard et al. (1998), Campbell et al. (2000) sowie
Kolltveit et al. (2002) bis zum heutigen Tag nicht aufgriffen [17, 38, 141, 142].

Die nachfolgenden Studien (2001- 2011) verwenden u.a. eine PCR-Methode, die keine
absolute Quantifizierung der DNA-Sequenz gestattet [127, 155]. Erstmalig nutze die
Arbeitsgruppe um Oliveira et al. 2015 eine TagMan-PCR-Methode, um hochspezifisch
16s-DNA der Bakterien im Herzklappengewebe nachzuweisen [17]. Die
molekularbiologischen Untersuchungen fokussierten auf oralpathogene Bakterien der

Gattung der Streptokokken bzw. Parodontitis-assoziierten gram-negativen Bakterien [17].

Epidemiologische Aspekte der infektiosen Herzklappenstenose

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit adressiert, wie oben genannt, den
Zusammenhang  zwischen  einer  subakuten/subklinischen  Infektion  des
Herzklappengewebes und einer Entwicklung chronisch struktureller
Herzklappenerkrankungen, am Beispiel der Aortenklappenstenose. Um einen kausalen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Infektion als mogliche Ursache einer
Kalzifizierung treffen zu konnen, bedarf es grundsitzlich tierexperimenteller Ansétze
[55]. Die Inzidenz einer Assoziation zwischen bakterieller Infektion und der Entwicklung
chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen variiert in der Literatur stark zwischen
4% bis 83% [156]. Der Nachweis des Erregerspektrums erfolgte in all diesen
Untersuchungen durch immunhistochemische Verfahren [157], ultra-strukturellen
Nachweis der Keime im Klappengewebe [154] sowie durch spezifische PCR-
Nachweisverfahren [17]. Diese Methoden setzen jedoch explizit Kenntnisse iiber das
nachzuweisende Keimspektrum und dessen Nachweismethoden voraus [158]. In der
vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden die Erkenntnisse und Erfahrungen der
Literatur genutzt, um Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes, Enterococcus

faecalis & faecium, Streptococcus pyogenes und agalactiae, Clostridium difficile und

70



Klebsiella pneumoniae nachzuweisen. All diese Bakterien sind signifikant mit einer
akuten bzw. chronischen Endokarditis assoziiert [106]. Es ist vorstellbar, dass unter
subklinischen  Entziindungsprozessen die korpereigenen = Abwehrmechanismen
ausreichen, um, vermittelt durch Umbauprozesse, dieser Entziindung entgegenzuwirken
[159].

Das Patientenkollektiv umfasste 100 Patienten mit sVHD und wurde im Zeitraum von
Mairz 2016 bis Juni 2017 monozentrisch rekrutiert. Nach Randomisierung erfolgte die
mikrobiologische, histologische und molekularbiologische Untersuchung des
Herzklappengewebes. Um die DNA von Bakterienspezies hochspezifisch und sensitiv
abbilden zu konnen, wurden fiir die 0.g. Bakterien jeweils ein spezifisches Primer-Paar
und eine spezifische TagMan-Sonde etabliert. Diese 8 Taq-PCR Analysen wurden als
Screening fiir alle sVHD Patienten angewandt. In 72% der Herzklappengewebeproben
konnte ein positiver Nachweis fiir bakterielle DNA erbracht werden. In 28% zeigte sich
eine polymikrobielle Infiltration von 2 und in 3% von 3 Bakterienspezies pro Patient. Die
Haufigkeitsverteilung identifiziert das Cutibacterium acnes mit 59% als fithrenden Keim,
gefolgt von Enterococcus faecalis (16%) und Staphylococcus aureus mit 15%. Die
Bakterien Streptococcus agalactiae und Klebsiella pneumonie konnten nicht in der sVHD
Kohorte nachgewiesen werden. In der Zusammenschau dieser Ergebnisse zeigen sich die
Bakterien der physiologischen Haut, Schleimhaut und Darmflora als potente Infektions-
und Infiltrationserreger von Herzklappengewebe [106]. Dies ist insbesondere fiir
Patienten mit einer akut-infektiosen Endokarditis beschrieben [160]. Die vorliegenden
Daten lassen jedoch vermuten, dass, in einer hoheren Anzahl als bisher angenommen,
diese Keime auch unter chronischen Infektionsbedingungen Einfluss auf die
Klappenmorphologie und somit auf die Hdmodynamik nehmen. Die prioperativen
Untersuchungen geben nur bedingt Hinweise auf eine akute bzw. subakute Infektion oder
Inflammation. Lediglich die Surrogat-Marker der Entziindung, IL-6 (18,97 pg/ml + 76,68
pg/ml) und das C-reaktive-Protein (11,65 mg/dl + 32,11 mg/dl), sind iiber der Norm
erhoht, ohne klinische Zeichen einer Infektion. Wenn man diese Akut-Phase-Proteine zur
Erkldrung der bakteriellen Infiltration in die Herzklappen einbezieht, ldsst sich nur eine

Disposition fiir eine Infektion ableiten.

Die chronisch strukturelle Herzklappenerkrankung manifestiert sich tiber mehrere Jahre
[6] bis zur klinischen Relevanz (Aortenklappe: KOF<1; Gradienten Mean >40mmHg)
und somit sind akute Entziindungsprozesse nicht hinreichend als Erkldrungsmodell fiir

bakterielle Infiltration ausreichend. Dennoch legen die vorliegenden Befunde der
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Bakterien Streptococcus und Staphylococcus sowie Enterococcus eine Beteiligung der
gestorten Haut- und Schleimhautbarriere [161] an der Pathogenese der sVHD nahe.
Voroperationen am Herzen konnen auch eine Infiltration des Herzklappengewebes mit
Bakterien = verursachen  [162].  Insbesondere = Herzklappenprothesen  oder
Herzschrittmacherimplantationen sind mit einem signifikant erhohten Risiko fiir eine

akut infektiose Endokarditis vergesellschaftet [163, 164]

Legt man den Nachweis bakterieller DNA durch die Amplifizierung der konservierten
bakteriellen 16Sr-DNA zu Grunde, dann zeigten in entsprechenden Voruntersuchungen
100% aller in der vorliegenden Studie eingeschlossenen 100 Patienten mit sVHD einen
positiven Nachweis fiir bakterielles Genom im Herzklappengewebe. Es stellt sich die
Frage, ob die Methode der 16Sr-DNA-Analyse zu sensitiv oder hinreichend valide fiir
den Nachweis bakteriellen Genoms im Herzklappengewebe ist. Wissenschaftliche
Untersuchungen von Nakano et al. (2009) diskutieren, dass in 80% der Herzklappen und
in 90% von aortalen Geweben mindestens ein oralpathogenes Bakterium der Gattung der
Streptokokken bzw. Parodontitis-assoziierten gram-negativen Bakterien mittels
spezifischer PCR-Methode nachweisbar sind [38]. Die Literatur beschreibt auch die
Privalenz und Assoziation der Gattungen Mykoplasma [37], der gram-negativen
Acinetobacter [39] und der Propionibakterien [165] mit einer kalzifizierten Herzklappe.
Es zeigt sich, dass die Verwendung der 16srDNA-PCR fiir ein Screening im klinischen
Setting zur Diskriminierung von Infizierten und nicht-infizierten Herzklappengewebe
ungeeignet ist. Vorteilhafter scheint die Etablierung spezieller PCR-Sonden zur

Abbildung von Bakteridmien [166].

Durch konsequente Diagnostik der Herzklappengewebe mittels Taq-PCR fiir
Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes, Enterococcus faecalis & faecium,
Streptococcus pyogenes und agalactiae, Clostridium difficile und Klebsiella pneumoniae
konnten detaillierte Ergebnisse und damit die Pravalenz der bakteriellen Infiltration im
Zusammenhang mit der klinischen Charakterisierung gewonnen werden. Die vorliegende
Untersuchungskohorte, mit einem positiven Nachweis fiir eine bakterielle Infiltration in
72%, hatte in 4,1% der Fille eine Mitralklappenrekonstruktion, einen
Aortenklappenersatz (2,8%) oder eine Schrittmacherimplantation (1,4%). Diese Eingriffe
fanden zwischen 1 und 21 Jahren vor dem aktuellen Herzklappenersatz statt. In solchen
Fillen ist es durchaus nachvollziehbar, dass es liber mehrere Jahre zu rezidivierenden
subklinischen Infektionen mit nachfolgenden chronischen Umbauprozessen kommen

kann.
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Bemerkenswert ist die Erkenntnis, dass eine erhdhte Privalenz der Herzklappensklerose
mit 25% im Alter liber 65 Jahre nachgewiesen wird [6]. Die in der vorliegenden Studie
untersuchte Kohorte hatte ein Durchschnittsalter von 67 Jahren mit einer Spanne von 55
Jahren bis 75 Jahren. Eine klinisch relevante Herzklappenstenose mit einer KOF<1,0cm
und/oder einem Druckgradienten im Mittel iiber 40mmHg haben jedoch im Alter von 65
Jahren lediglich 2-7% [90]. Epidemiologische Studien zeigen, dass 65% der iiber 65-
jéhrigen an einer Divertikulose leiden und wiederum 10%-25% eine Divertikulitis
entwickeln [167]. Sowohl die Divertikulose als auch die Divertikulitis sind mit der
Entwicklung einer Bakteridmie vergesellschaftet [168, 169]. Die Bakteridmie im Alter ist
auch mit hdufigeren Infektionen des Urogenital- und Oropharyngealtrakts assoziiert
[170]. Eine bedeutende Rolle in der Privalenz einer Bakteridmie wird dem
Keimspektrum des Mund-Rachenraums zugeschrieben [38, 171]. Insbesondere die
klinische Bedeutung der gram'/oral Streptokokken und der gram7/Parodontitis
assoziierten Bakterien flir die akuten und chronischen Infektionsprozesse des Herz-
Kreislaufsystems sind nachhaltig belegt [52]. Es wurde in verschiedenen Studien gezeigt,
dass die tdgliche Zahn- und Mundhygiene mittels Zéhneputzen in 0% bis 26%, das
Verwenden von Zahnseide in 20% bis 58% oder gar das normale Kauen in 17%-51% mit

einer Bakteridmie einhergeht [38, 172].

Wenn man annimmt, dass die beginnende Sklerosierung der Herzklappe durch chronische
Entziindungsprozesse respektive Bakteridmien gefordert werden, dann stehen Patienten
mit chronischen Infektionsprozessen unter erhdhtem Risiko eine klinisch- relevante
Herzklappenstenose zu generieren. Beriicksichtigt man jedoch die Prdvalenz der
chronischen Darmentziindungen sowie Erkrankungen der Organstrukturen mit einer
Barrierefunktion (Schleimhaut) oder die Bakteridmie nach Mund-Rachenhygiene, dann
miissten signifikant mehr klinisch relevante Herzklappenstenosen zu verzeichnen sein,
als 3-7% bei >65-jdhrigen. Die Sklerosierung der Herzklappen ist jedoch signifikant mit
dem Alter korreliert [1]. Patienten im Alter von 85 Jahren weisen in >50% der Fille eine
relevante Sklerosierung der Herzklappen auf [6]. Diese Patientenkohorte wird nach
aktueller ESC-Guideline [90] und individuellem Risikoprofil jedoch mit einer TAVI
versorgt [173]. In diesen Fillen ist ein Nachweis von bakteriellen Infiltrationen im
Klappengewebe nicht moglich, da das verkalkte Klappengeriist als Rahmen fiir das
Prothesenimplantat dient und nicht, wie bei konventionellem Herzklappenersatz, entfernt

wird [174].
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Es bleibt zu vermuten, dass chronische Infektionen mit Staphylokokken, Streptokokken
und Enterokokken einen Einfluss auf die Pridvalenz und Progredienz der
Herzklappenstenosen ausiiben, welcher weit iiber den aktuellen Kenntnisstand hinaus
reicht. Die Einbindung sensitiver und spezifischer Nachweismethoden fiir eine bakterielle
Infiltration ins Herzklappengewebe in den klinischen Routine-Diagnostikprozess, gepaart
mit der detaillierten Erhebung chronischer Infektionserkrankungen, kann in zukiinftigen
Forschungsansitzen das Risikoprofil fiir die Entwicklung einer Herzklappensklerose

abbilden.

Weiterfithrende Ursachen fiir die Verkalkung der Klappengewebe sind Stérungen im
Kalziumstoffwechsel [34], Mikroldsionen des Herzklappenendothels [23], die
Expression eines pathologischen Lipidstoffwechsels [31] sowie eine autoimmunbedingte

Schadigung des Klappengewebes im Rahmen eines Rheumatischen Fiebers [175].

Histopathologische Beurteilung der sVHD-Herzklappengewebe

Insbesondere die inflammatorischen Prozesse im Herzklappengewebe, fiihren durch
Stimulation der interstitiellen Zellen zu phénotypischen Umbauprozessen [2]. Hierbei
entstehen Zelltypen mit osteoplastischen Eigenschaften, die eine Mineralisation des
Herzklappengewebes  triggern  [25]. Im  vergangenen Jahrzehnt vertieften
histopathologische- und ultrastrukturelle Untersuchungen des Herzklappengewebes die
Hypothese, dass es sich in einem GroBteil der Erkrankungen um eine Progression aktiv-
entziindlicher Prozesse handelt [14, 176]. Unklar ist jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt,
ob bakterielle Erreger diese Prozesse nachhaltig fordern.

Chronisch strukturell verdnderte und préoperativ als nicht infektids eingestufte
Herzklappen werden nur sehr selten routineméBig histopathologisch untersucht.
Lediglich bei intraoperativ auffalliger Morphologie entscheiden sich die Operateure das
Gewebe an das Pathologische Institut zu schicken. Dort werden lediglich die 3
Standardfarbungen HE-, Elastica van Gieson- und PAS-Firbung angewandt und die
Priaparate mikroskopisch untersucht, wodurch nur eine recht allgemein gehaltene
Beschreibung der Klappenstruktur moglich ist. Spezialfirbungen wie z.B.
immunhistochemische Antikorper-Farbung fiir die spezifische Darstellung von Bakterien
im Herzklappengewebe kommen nicht standardmiBig in der Diagnostik der sVHD zur
Anwendung. Da intraoperativ, wie oben erwiihnt, manchmal Ahnlichkeiten zwischen der
makroskopischen Morphologie verkalkter sVHD-Klappen und akut infizierter
Herzklappen festgestellt werden und die klare Unterscheidung zwischen infektids und

nicht-infektiés nicht immer moglich ist, wére es wiinschenswert, dass eindeutige
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histopathologische Kriterien fiir die Diagnose einer akut infektiosen Endokarditis
herangezogen werden konnten. Allerdings stehen, wie Lepidi et al. 2006 in ihrer
Publikation berichten [177], bei Fehlen eines histopathologischen Erregernachweises
keine eindeutigen, sorgfiltig definierten Kriterien auf qualitativer oder quantitativer
Ebene fiir die Diagnose ,,Aktive Endokarditis“ zur Verfligung. Es existieren zwar die
historischen von Reyn-Kriterien [122] sowie die neueren, modifizierten Duke-Kriterien
[114], die beide die histopathologische Untersuchung in ihre Diagnosekriterien
integrieren, jedoch ist laut diesen Kriterien, bei histopathologisch nicht-nachweisbarem
Erreger, der Nachweis eines Entziindungsinfiltrats ausreichend fiir die Diagnose einer
aktiven Endokarditis [124, 177]. Dies kann bei der Abgrenzung einer akuten Infektion zu
einer chronischen Inflammation im Rahmen von chronisch strukturellen
Herzklappenerkrankungen, in denen ebenfalls ein Entziindungszellinfiltrat nachweisbar
ist [24, 25], durchaus Schwierigkeiten bereiten [177].

Zudem ist zu sagen, dass in der durchgefiihrten Spezialdiagnostik iiber spezielle
immunhistochemische Farbungen in klinisch sowie histopathologisch als sVHD
klassifiziertem Klappengewebe bakterielle Erreger nachgewiesen werden konnten. Dies
spricht sehr dafiir, Spezialuntersuchungen auch an Herzklappen durchzufiihren, die
primir als nicht-infektids eingestuft wurden und zukiinftig auch chronisch strukturell

verdnderte Herzklappen groBziigiger auf bakterielle Erreger zu untersuchen.

In Zusammenschau obengenannter Erkenntnisse ist es durchaus vorstellbar, dass typische
bakterielle Erreger einer akut infektiosen Endokarditis auch an subklinischen
Umbauprozessen von Herzklappen beteiligt sind. In diesen Fillen sollten Spuren
bakterieller DNA in Herzklappengeweben von Patienten mit chronisch strukturellen
Herzklappenerkrankungen nachweisbar sein. Hierfiir bedarf es hoch sensitiver und
gleichzeitig spezifischer Nachweismethoden [111]. In der vorliegenden Untersuchung
erfolgte der quantitative Nachweis der jeweiligen bakteriellen DNA mittels Taq-PCR.
Zur Interpretation der quantitativen Expressionsdaten wurde das Herzklappengewebe
einer Kohorte von Patienten mit klinisch nachgewiesener akut infektioser Endokarditis
gewdhlt. Das negative Kontrollgewebe entstammt von Herzklappen aus Patienten nach
Transplantation oder Aortenprothesenimplantation mit Aortenklappenersatz. In allen
Herzklappengeweben der Kontrollpatienten konnte histopathologisch und klinisch eine

Infektion ausgeschlossen werden.
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Obwohl liber die obengenannten sensitiven PCR-Methoden nun auch kultur-unabhéngige
Verfahren fiir den Nachweis zahlreicher Bakterien, Viren oder auch Pilze zur Verfligung
stehen [178], sind die verwendeten molekularbiologischen Verfahren nur in der Lage
genetisches Material bakterieller Erreger nachzuweisen [179]. Eine Aussage iiber die
Vitalitdt der gefundenen Erreger ist iiber die konventionelle Realtime-PCR jedoch nicht
moglich [180]. Der Nachweis bakterieller DNA in chronisch strukturell verdndertem
Herzklappengewebe zeigt demnach lediglich den Kontakt von bakteriellen Erregern mit
dem Klappengewebe, er ldsst jedoch keine Aussage iiber die Rolle der Erreger in der
Pathogenese chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen zu. Um die mogliche
Rolle  bakterieller ~Erreger in der Pathogenese chronisch  struktureller
Herzklappenerkrankungen nachvollziehen zu konnen, ist eine genaue Kenntnis iiber die

Lebensweisen und Virulenzfaktoren der nachgewiesenen Erreger notig.

Rolle spezifischer alE assoziierter Bakterien in der Pathogenese der sVHD

In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit liegt das Interesse v.a. auf dem
spezifischen Nachweis von Endokarditis-assoziierten Bakterien in chronisch strukturell
verdanderten Herzklappen. Hierfiir erfolgte eine spezifische TagMan-PCR-Analyse fiir
folgende 8 Keime: Streptococcus pyogenes, Cutibacterium acnes, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Streptococcus
agalactiae und Klebsiella pneumoniae. Anhand der gesammelten Daten und der
detaillierten Beurteilung der Pathogenititsfaktoren dieser Bakterien ergeben sich 2
mogliche Mechanismen der Beteiligung bakterieller Erreger an der Pathogenese
chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen (sVHD). Zum einen ist eine direkte
Schéadigung des Herzklappengewebe iiber verschiedenste Pathogenititsfaktoren der
beteiligten Bakterien moglich. Die ausgeldste subklinische, nicht symptomatische
Infektion fithrt moglicherweise iiber korpereigene Abwehrmechanismen, kombiniert mit
speziellen Virulenzfaktoren der Bakterien, beispielsweise der Féhigkeit zur Kalzifikation,
zur Einmauerung der Bakterien im Klappengewebe und strukturellen Verdnderung der
Herzklappe. Als zweiter Mechanismus ist eine sekundire Ablagerung der Bakterien auf
einer bereits vorgeschidigten Herzklappe denkbar. Uber rezidivierende subklinische
Bakteridmien lagern sich Bakterien, beispielsweise aus dem Mund-Rachen-Raum oder
dem Gastrointestinaltrakt auf einem bereits bestehenden Endothelschaden der
Herzklappe ab und triggern dadurch eine lokale Entziindungsreaktion und darauffolgend

chronische Umbauprozesse des Klappengewebes.
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Streptococcus pyogenes

In 10% der untersuchten chronisch strukturell verdnderten Herzklappen konnte das
Genom von Streptococcus pyogenes lber die TagMan-PCR im Herzklappengewebe
nachgewiesen werden. Die Verteilungsbreite der DNA-Konzentration reicht von 10!
pg/ml  bis zu 10* pg/ml. Die Pathologie der chronisch-strukturellen
Herzklappenerkrankungen umfasst, wie auch in unseren histopathologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen bestétigt, den Zustand der Fibrosierung bis hin
zur Verkalkung [1]. Sieben der zehn Streptococcus pyogenes-positiven sVHD-Klappen
wiesen eine schwere, hochgradige Aortenklappenstenose mit deutlicher bis massiver
Verkalkung auf.

Die Literatur beschreibt den Auspragungsgrad der Klappenzerstérung als ein Produkt
jahrzehntelanger Verdnderungen, bis sie letztlich klinisch relevante Stenosen ergeben
[181]. Es ist vorstellbar, dass rezidivierende unterschwellige Herzklappeninfektionen
durch das Immunsystem zielgerichtet bekdmpft werden kdnnen, ohne dass sich der
Zustand einer akuten Endokarditis manifestiert. Dies wiirde fiir geringe Konzentrationen
an Streptococcus pyogenes-DNA im Klappengewebe sprechen.

Hohere Konzentrationen, wie in 2 Patienten beobachtet (>10? pg/ml), lassen eine
subklinische Endokarditis als Ursache der Infektion vermuten. Dieser Gedanke wird
umso wahrscheinlicher, wenn man beriicksichtigt, dass die nachgewiesenen
Herzklappen-DNA-Konzentrationen von 2 Patienten vergleichbar mit einem Patienten
mit alE sind (sieche Grafik 22). Die histopathologische Diagnostik zeigt jedoch
signifikante Unterschiede in der Erregerverteilung innerhalb des Klappengewebes im

Vergleich der sVHD versus alE (siehe Grafik 19).

Bakterielle Erreger wie Streptococcus pyogenes konnen auf mehreren Wegen
Herzklappengewebe nachhaltig schadigen [182, 183]. Dies gelingt zum einen durch
direkte Mechanismen und Virulenzpotenzial des Erregers [182], als auch mittelbar tiber
die Initiierung von Autoimmunprozessen [175]. Zu den direkten pathogenen
Mechanismen des Streptococcus pyogenes zdhlen, bei Prisenz von spezifischen M-
Protein-Serotypen, die Invasion von Haut, Schleimhduten und Weichteilen und die

direkte Schddigung und Entziindung des Gewebes [182].

Vorstellbar wire, dass eine akute Infektion mit Streptococcus pyogenes, im Sinne einer

akut infektiosen Endokarditis, eine Schidigung der Herzklappe bedingt und iiber
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langfristige Heilungsprozesse zu einer Fibrosierung und Kalzifizierung der Herzklappen
fiihrt.

Es zeigt sich jedoch, dass Streptococcus pyogenes nicht zu den hiufigen Keimen der akut
infektiosen Endokarditis zihlt und in den wenigen verdffentlichten Fallserien gar als sehr
seltener Erreger einer akuten Herzklappeninfektion bezeichnet wird [184-186].

Auf diesen Gedanken folgend miissten wohl chronische Umbauprozesse, die nicht priméar
auf eine akut bakterielle Endokarditis zuriickzufiihren sind, fiir den hidufigen Nachweis
von Streptococcus pyogenes in der qPCR in chronisch strukturell verénderten
Herzklappen verantwortlich sein. Dafiir miissen mogliche Strategien und Mechanismen
des Erregers nédher betrachtet werden.

Streptococcus pyogenes gehort zu den B-hdmolysierenden Streptokokken der Gruppe A
und gilt als wesentlicher Ausloser des rheumatischen Fiebers [187]. Das rheumatische
Fieber verursacht neben Pathologien in Gelenken, Gehirn und Haut auch strukturelle
Veranderungen im Endokard, meistens in Form einer Mitralklappenstenose, seltener auch
Aortenklappenstenose [175]. Dabei schiadigt der bakterielle Erreger die Organe nicht
direkt, sondern 16st Tage bis Wochen nach einer akuten bakteriellen Infektion iiber ein
sogenanntes molekulares Mimikry eine autoimmunbedingte Schidigung des Gewebes
aus [188]. Beim molekularen Mimikry werden autoreaktive T-Lymphozyten iiber
Epitope mikrobieller Antigene, im Rahmen bakterieller Infektionen, aktiviert und gegen
korpereigene Strukturen gerichtet [189].

Gruppe-A-Streptokokken besitzen eine Zellwand aus N-acetyl-8-D-Glukosamin
verbunden mit einem Rhamnose-Riickgrat und sogenannten M-, T- und R-Oberfléchen-
Proteinen sowie Lipoteichonsduren [190]. Das M-Protein stellt die wichtigste Antigen-
Struktur des Bakteriums dar und weist strukturelle Ahnlichkeiten zu humanen Proteinen
wie dem kardialen Myosin, Tropomyosin, Keratin, Laminin, Vimentin und anderen
endothelialen Proteinen auf [182].

In einer wissenschaftlichen Arbeit von Guilherme et al. 1995 konnten drei
immundominante Regionen auf dem M5-Protein in Streptococcus pyogenes identifiziert
werden, welche in der Lage sind, mit Proteinbestandteilen aus Herzklappengewebe eine
Kreuzreaktion iiber eine Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen auszulésen [191]. Eine
Kreuzreaktion beschreibt die Bindung eines Antikorpers an zwei verschiedene Antigene,
die allerdings Epitope aufweisen, die identisch sind oder sich sehr dhnlich sehen, wodurch
der Antikorper nicht in der Lage ist die beiden Antigene zu unterscheiden [192].

So werden mikrobielle Proteine wie das MS5-Protein in genetisch préadisponierten

Personen von CD4+ T-Lymphozyten erkannt, wodurch eine Autoimmunreaktion mit
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Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-alpha, IFN-gamma, IL-10, IL-4,
u.a. im kardialen Gewebe induziert wird [190, 193]. Die kreuzreaktiven Antikdrper sind
in der Lage an das Endothel zu binden und Entziindungszellen anzulocken, welche sich
im Gewebe ablagern und eine Entziindung und Schidigung des Klappengewebes
auslosen [188]. Bei den endokardialen Ablagerungen im Rahmen eines Rheumatischen
Fiebers handelt es sich um abakterielle Vegetationen, bestehend aus einem Odem und
mononukledren Entziindungszellinfiltrat sowie bei ldnger dauernder Erkrankung einer
Fibrosierung und Verkalkung der Vegetation [183]

Prinzipiell kann ein Rheumatisches Fieber in jedem Alter auftreten, das typische
Erkrankungsalter liegt allerdings im Kindes- und Jugendalter [194]. Die typische
rheumatisch bedingte Herzklappenerkrankung entwickelt sich iiber einige Jahre bis hin
zur symptomatischen Herzklappenstenose im mittleren Lebensalter [195]. Da in der
vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit der Altersdurchschnitt bei 67 Jahren lag,
erscheinen Herzklappenverdnderungen, ausgelost durch ein Rheumatisches Fieber im
Kindesalter, als Erklarung fiir den haufigen Nachweis von Streptoccoccus pyogenes in
den untersuchten strukturell verdnderten Herzklappen eher unwahrscheinlich. Wobei
gesagt werden muss, dass der alleinige Nachweis von Streptococcus pyogenes in sVHD-
Klappen mit einem signifikant niedrigeren Altersdurchschnitt (58 Jahre) einherging als
bei den Patienten mit polymikrobiellen Infiltration, d.h. einer CO-Infiltration mit anderen
Erregern.

Doch moglicherweise spielt die Tatsache eine Rolle, dass eine Sklerose der Aortenklappe,
als Vorstufe der Aortenklappenstenose, in 25% der iiber 65-jahrigen und sogar in 50%
der liber 85-Jdhrigen Européer zu finden ist [5, 6], jedoch schlussendlich nur ein kleiner
Teil davon, ca 2-7% der iiber 65-Jahrigen, eine symptomatische Aortenklappenstenose
entwickelt [90]. So konnte es doch sein, dass die sehr hdufige Sklerosierung des
Klappengewebes als idealer Angriffspunkt fiir bakterielle Erreger fungiert und
Streptoococcus pyogenes sich im Rahmen von subklinischen Bakteridmien an der Klappe
anlagern kann und iiber die Induktion des zuvor genannten Autoimmunprozesses auch im
Alter noch eine Progression zu einer symptomatischen Stenose der Klappe verursachen
kann. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass sich Erreger nach inapparenten Infektionen
mit A-Streptokokken noch monatelang im Oropharyngealraum nachweisen lassen und
sich ein Trigerstatus des Patienten ausbilden kann [196]. So konnte es vielleicht genau
bei diesen Patienten mit asymptomatischer retropharyngealer Besiedlung mit
Streptococcus pyogenes, beispielsweise im Rahmen von Zahneingriffen, zu einer

Bakteridmie und konsekutiv zu einer Ablagerung der Streptokokken in einer bereits
79



sklerosierten Herzklappe kommen. Mdéglicherweise konnte bei genau jenen Patienten mit
bestehender Klappensklerose durch eine prophylaktische Antibiotikagabe, im Rahmen
von Eingriffen im Mund-Rachen-Raum, eine Besiedlung der Herzklappe mit
Streptococcus pyogenes und damit vielleicht die Progression zur symptomatischen
Stenose verhindert werden.

Klar ist, dass weitere retrospektive Studienansdtze notwendig sind, um diesen
Zusammenhang zwischen rezidivierenden oropharyngealen Infektionen durch
Streptococcus pyogenes und der progressiven Entwicklung von einer Sklerose zu einer
hdmodynamisch relevanten Aortenklappenstenose zu kléren.

Doch ist Streptococcus pyogenes auch in der Lage direkt einen entziindlichen Prozess am
Herzklappengewebe zu triggern, sich im Gewebe abzulagern und damit eine
Kalzifikation und Entstehung einer chronisch strukturellen Herzklappenerkrankung zu
bedingen?

Streptokokken wie Streptococcus salivarius oder Streptococcus tigurinus sind als
Endokarditis- und Karies-Erreger bekannt und in der Lage, u.a. {iber eine pH-Erh6hung
im Gewebe, Verkalkungen zu produzieren [56, 58]. Streptococcus pyogenes ist eher als
Ausloser invasiver Weichteilinfektionen, akuter Tonsillitiden und des Rheumatischen
Fiebers gefiirchtet und nicht so sehr als typischer Endokarditis-Erreger oder Ausldser von
Gewebe-Verkalkungen [182]. Einzelne dltere wissenschaftliche Arbeiten berichten tiber
die Sklerosierung von Gewebe [197, 198] wie beispielsweise einer Sklerosierung des
Mittelohrs, bedingt durch eine Infektion mit Streptococcus pyogenes, wobei die
Pathogenese dieser Verdnderung noch nicht genau geklirt werden konnte [197].

Wie oben erwihnt entstehen im Rahmen des Rheumatischen Fiebers histopathologisch
sterile Vegetationen und Verkalkungen im Herzklappengewebe, die nach aktuellen
Erkenntnissen auf eine chronische Inflammation im Gewebe zuriickgefiihrt werden [193]
und nicht, wie frither angenommen, iiber einen passiven Prozess der Degeneration
entstehen [199].

In den meisten wissenschaftlichen Arbeiten wird davon ausgegangen, dass die
Herzklappenschédigung allein durch die autoimmunbedingte Entziindungsreaktion
getriggert wird und der bakterielle Erreger selbst keine direkte Schiddigung verursacht
oder sich gar im Klappengewebe einlagert [182, 183, 189]. Aktuelle Studien von
Figueroa et al. 2007 sowie von Bayram et al. 2011 zeigen allerdings, dass
Herzklappenverdnderungen im Rahmen des Rheumatischen Fiebers nicht nur auf den
genannten Autoimmunprozess zurlickzufiilhren sind, sondern bakterielle Erreger

moglicherweise auch direkt eine Rolle in der Pathogenese spielen [37, 200]. In den beiden
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genannten Studien (Figueroa 2007, Bayram 2011) konnte bakterielle DNA im
Klappengewebe der untersuchten rheumatisch bedingt stenosierten Mitralklappen {iber
PCR nachgewiesen werden [37, 200]. Streptococcus pyogenes scheint also tiiber
unterschiedliche Mechanismen in der Lage zu sein Herzklappengewebe zu schiadigen und
somit moglicherweise die Pathogenese von chronisch strukturell verdnderten, nicht akut

infektiosen Herzklappen zu beeinflussen.

Cutibacterium acnes

Das Erregerspektrum einer sVHD-assoziierten Infiltration umfasst in der vorliegenden
Studie auch den Nachweis des Cutibacterium acnes. Das Cutibacterium acnes ist ein
Gram-positives Bakterium und ein wichtiger Bestandteil der physiologischen Mund- und
Hautflora. Lange Zeit wurde der Nachweis von Cutibacterium acnes beispielsweise in
Blutkulturen als Kontamination eingestuft, da der Erreger als physiologischer Bewohner
der Hautflora, als nur niedrig virulent eingestuft wird [201]. Seine Virulenz ist prioritir
mit entziindlichen Hautverinderungen wie der Akne vulgaris assoziiert [202]. Die
Nomenklatur des Cutibacterium acnes wurde 2016 von Propionibacterium acnes zu
Cutibacterium umbenannt [203].

In der vorliegenden sVHD-Kohorte konnte der Erreger in 59 von 100 Herzklappen durch
Taq-PCR quantifiziert werden. Im direkten Vergleich zeigte sich im Herzklappengewebe
von Patienten mit einer alE in 60% der Fille ein positiver Tag-PCR-Befund mit
Cutibacterium acnes.

Das Cutibacterium acnes ist ein typischer Keim der Hautflora [201] und somit ist es
vorstellbar, dass es sich um eine Kontamination der Proben, entweder durch den
Untersucher (resp. Untersuchungsprozess) oder des Patientengewebes, handelt. Wenn der
Diagnostikprozess fiir die Kontamination verantwortlich wire, wiirde man zeitgleich mit
einem hohen Grad an Korrelation andere Hautkeime nachweisen kdnnen. Dies ist in der
vorliegenden Untersuchung nicht der Fall. Eine andere Erkldrung fiir die hohe
Durchseuchungsrate der Herzklappen beruht auf einer moglichen rezidivierenden
Koinfektion mit Cutibacterium acnes. Die Literatur des vergangenen Jahrzehnts
diskutiert den molekularbiologischen und mikrobiologischen Nachweis hiufig als
Kontamination [201]. Ein direkter pathophysiologischer Zusammenhang wurde bis dato
im Tiermodell nicht gefiihrt. Um dennoch den tatséchlichen Zusammenhang zwischen
einem DNA-Nachweis und einer lokalen Infiltration belegen zu konnen, wurde das
Herzklappengewebe in der vorliegenden Studie zusitzlich histopathologisch durch

immunhistochemische Verfahren mittels konfokaler Mikroskopie beurteilt.
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Es zeigte sich eine echte intramurale Besiedlung und ubiquitire Verteilung des Erregers
im Klappengewebe sowohl von sVHD- als auch von alE-Patienten. Der Unterschied
zwischen der Cutibacterium-acnes-assoziierten Pathogenese der sVHD und alE zeigte
sich jedoch schon auf struktureller respektive morphologischer Ebene im
Herzklappengewebe. In den Herzklappen von sVHD Patienten ist das Cutibacterium
acnes tief strukturell im fibrotischen bzw. verkalkten Klappengewebe eingebettet. Im
Gegensatz dazu zeigen akut infektiose Herzklappen ein dichtes Entziindungszellinfiltrat
mit einer Ko-Lokalisation des bakteriellen Erregers mit Monozyten und neutrophilen
Granulozyten. AuBBerdem sind die Cutibacterien im alE-Herzklappengwebe nicht in eine
dicke Kalkschicht eingebettet, sondern infiltrieren die aufliegenden Vegetationen.

Die Beurteilung der histopathologischen Unterschiede ldsst vermuten, dass
Cutibacterium acnes sowohl akut infektiose Herzklappenerkrankung als auch chronische
Veranderungen am Herzklappengewebe verursacht bzw. beeinflusst.

So scheint das Cutibacterium acnes in den sVHD-Klappen moglicherweise schon lingere
Zeit in den Kalkschichten zu schlummern, wohingegen sich die Erreger in akut
infektiosem Gewebe eher akut in thrombotischen Auflagerungen priasentieren.

Es ist weiterhin bekannt, dass das Bakterium auch als opportunistischer Erreger
insbesondere bei immungeschwichten Patienten den Ausprigungsgrad einer Infektion
protrahiert [202, 204]. Zusitzlich 16st er eine Reihe von postoperativen oder
Fremdkorper-assoziierten Infektionen aus, die sich neben Infektionen von Gelenken,
Knochen, Mund, oder Gehirn auch als Infektionen von prothetischen Materialien wie

Herzklappen oder Endoprothesen duflern [202, 204].

Es existieren eine Reihe von wissenschaftlichen Arbeiten und Fallserien iiber
Cutibacterium-bedingte  infektiose = Endokarditiden, die héufig mit einem
komplikationsreichen Verlauf vergesellschaftet sind [204-206]. Dabei spielen die
Virulenzfaktoren der unterschiedlichen Cutibacterium acnes-Stamme eine wesentliche
Rolle. So fiihrt beispielsweise die Fahigkeit der Gewebeadhédsion mit konsekutiver
Aktivierung einer Entzlindungsreaktion im infiltrierten Gewebe zu einer Aktivierung des

Abwehrsystems mit letztlich morphologischen Umbauprozessen [201].

Die Kenntnisse iiber die Fahigkeit von Cutibacterium acnes eine akut infektidse
Herzklappenerkrankung auszuldsen und zeitgleich ein Erreger der Standardhautflora zu
sein, stiitzt die Hypothese, dass das Bakterium wesentlich an der Entstehung von

chronisch strukturellen Herzklappenerkrankungen beteiligt sein kann.
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Der Zusammenhang zwischen subakuter Endokarditis und sVHD wurde unlidngst in
mehreren wissenschaftlichen Abhandlungen beschrieben [51, 54, 141]. Aber auch
subklinische, rezidivierende und unterschwellige Entziindungsreaktionen der
Herzklappen durch Cutibacterium acnes konnen den Prozess der Fibrosierung und
Kalzifizierung im Herzklappengwebe fordern und somit einen wesentlichen Beitrag zur

Entwicklung von Klappenvitien leisten.

Folgt man der Literatur, zeichnet sich trotz der ubiquitdren Hautbesiedlung von
Cutibacterium acnes ein eher seltenes Bild einer manifesten alE ab [207]. Unstrittig ist
jedoch, dass DNA-Analysen mittels PCR ein sehr sensitives Verfahren zum
Erregernachweis darstellen [111]. Die Erkenntnisse iiber die Infektionsrate von
Herzklappengewebe mit Cutibacterium acnes basieren jedoch auf mikrobiologischen
Blutkultur- oder Klappenkulturuntersuchungen [206].

In diesem Zusammenhang muss jedoch beriicksichtigt werden, dass Cutibacterium acnes
ein sehr langsam wachsendes Bakterium mit einer Bebriitungszeit von ca. 14 Tagen ist
Folglich ist bei einer bei Verdacht auf eine alE standardméBigen Inkubationszeit von 4-5
Tagen von einem mdglicherweise hiufigen filschlichen Ubersehen in der Diagnostik

auszugehen [206].

Weiterfilhrende Untersuchungen miissen den Zusammenhang zwischen der
Cutibacterium acnes-Virulenz, Herzklappendestruktion und/oder ggf. dessen Potenz als
Bakterium bei Polymikrobieller Infektion aufkldren. Die Héaufigkeit des Nachweises der
Cutibacterium acnes-DNA im Herzklappengewebe ldsst zwar keine direkte Ableitung fiir
dessen ursdchlichen Beitrag in der Klappendegeneration erkennen, legt jedoch die These
einer essentiellen Beteiligung an chronischen Verdnderungen des Herzklappengewebes
nahe.

Eine Studie von Tyner et.al. 2016 berichtet iiber eine héufige Co-Infektion von
Cutibacterium acnes mit Staphylococcus aureus und epidermidis, da die beiden Erreger
zusammen in der Lage sind stabilere und dichtere Biofilme zu generieren als ein einzelnes
Bakterium [149]. In 22% der in der vorliegenden Studie mit Cutibacterium acnes
infiltrierten Herzklappen finden sich auch Co-Infiltrationen mit Staphylococcus aureus.
Dies ldsst vermuten, dass die durch Co-Infektion mit beiden Erregern bedingte
Auspriagung des Biofilms auf dem Klappengewebe die Pathogenese wesentlich
beeinflussen kann. Untersuchungen zu diesen moglichen kausalen Pathomechanismen

stehen jedoch noch aus.
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Die bakterielle Fahigkeit zur Biofilm-Bildung stellt einen wichtigen Pathogenitétsfaktor
in zahlreichen chronisch rezidivierenden Infektionen, beispielsweise im Nasen-
Rachenraum, dar [208]. Biofilme sind in der Lage eine anhaltende Entziindungsreaktion
des Immunsystems auszuldsen, gleichzeitig iiber ihre Struktur die bakteriellen Erreger
vor dieser Immunreaktion zu schiitzen [209]. Es bleibt allerdings unklar, ob die Bakterien
im Biofilm selbst in der Lage sind eine Gewebeschiddigung zu verursachen oder ob die
induzierte Entziindungsreaktion das infizierte Gewebe sekundér schidigt [209]. Wie in
der Einleitung dargestellt, finden sich in solchen Biofilm-Formationen haufig bakterielle
Persister-Zellen [76]. Diese Persister-Zellen sind in der Lage, nach einer transienten
Stressphase, z.B. einer Antibiotikatherapie, den Biofilm neu zu besiedeln und periodisch
einzelne Bakterien in eine planktonische Form zu entlassen, wodurch eine erneute
Entziindungsreaktion induziert werden kann [210]. Cutibacterium acnes ist, neben der
Féhigkeit zur Biofilm-Bildung (Jahns et al. 2016), ebenfalls in der Lage bakterielle
Persister-Zellen zu generieren und so in einer stationiren ,,Schlaf-Phase® im Gewebe zu

persistieren [211].

In der Literatur existieren einige Berichte iiber subklinische Infektionen, ausgelost durch
Cutibacterium acnes [212, 213]. So berichten Yamamoto et al. 2017 von einem
asymptomatischen Patienten mit echokardiographischem Zufallsbefund einer
endokarditischen Klappenvegetation, die nach operativer Entfernung eine positive Kultur
fiir Cutibacterium acnes aufwies [212]. So ist es vorstellbar, dass Cutibacterium acnes
iiber verschiedene Virulenzfaktoren eine akute subklinische Entziindung des
Herzklappengewebes auslost und sich zweizeitig als Biofilmbildner auf der Herzklappe
ablagert. Nachfolgend fiihrt eine chronische inflammatorische Reaktion zu strukturellen

Verdnderungen an der Herzklappe mit konsekutiver Auspragung eines Klappenvitiums.

Enterococcus faecalis

Eine Infiltration mit Enterococcus faecalis konnte in 16 von 100 sVHD-Klappen sowie
in 11 von 23 alE-Klappen via TagMan-PCR nachgewiesen werden.

Enterokokken zdhlen zu den Gram-positiven, Katalase-negativen, fakultativ anaeroben
Bakterien und werden den Streptokokken der Lancefield Gruppe D zugeordnet [214].
Enterococcus faecalis ist Bestandteil der physiologischen Darm- und Mundflora und
héufig assoziiert mit persistierenden periapicalen Zahnldsionen [215]. Die Literatur
belegt nachhaltig, dass oralpathogene Bakterien der Mundflora eine wesentliche Rolle

bei der Entwicklung von akut infektiosen Endokarditiden spielen [17, 52, 53]. Eine
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periprozedurale Antibiotikaprophylaxe dieser Bakterien wird in den aktuellen Leitlinien
zum Management von Herzklappenerkrankungen u.a. bei Zahn- und Racheneingriffen
empfohlen [10].

Kenntnisse iiber pathomechanistische Wirkung von Enterococcus faecalis auf das
Herzklappengewebe sind nachhaltig untersucht worden [216, 217]. Uber spezielle
Oberflachenproteine wie ,,Enterococcal Surface Protein® (Esp) und ,,Aggregation
Substances* (Agg) sowie iiber die Produktion von Cytolysin ist Enterococcus faecalis in
der Lage sich an humanes Herzklappengewebe anzulagern, es zu besiedeln sowie direkt
das Epithel zu schidigen [214, 218]. Diese Fahigkeit promotet Enterococcus faecalis in
Europa zum vierthdufigsten und damit sehr gefiirchteten Erreger einer akut infektidsen

Endokarditis [219].

In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit konnte der Erreger in nahezu 50% der alE-
und 16% der sVHD-Klappen via TagMan-PCR quantifiziert werden. Eine Korrelation
zwischen molekularbiologisch detektierter DNA-Konzentration und mikrobiologischem
Nachweis im Herzklappengewebe gibt es nicht. Der Range der Taq-PCR-positiven und
gleichzeitig mikrobiologisch anziichtbaren Enterococcus faecalis liegt zwischen 102
pg/ml und 5 x 10° pg/ml. In diesem Bereich liegen jedoch auch die Tag-PCR-
Konzentrationen in den nicht-endokarditischen Herzklappengeweben der sVHD-
Kohorte. Auffillig ist jedoch, dass die mittlere Konzentration an DNA im
Klappengewebe der alE signifikant hoher liegt als in der sVHD Kohorte.

Der mikrobiologische Nachweis von Erregern aus dem Herzklappengewebe lebt im
Wesentlichen von der Moglichkeit den Erreger aus dem Synzytium zu isolieren, um ihn
letztlich anzuziichten. Im Gewebe der sVHD-Herzklappen ist ein hoherer Grad an Kalk
und Fibrose gegeniiber der alE-Pathologie nachweisenbar. Neben seiner Fahigkeit zur
direkten Herzklappenschddigung mithilfe des Virulenzfaktors Cytolysin [218] ist
Enterococcus faecalis schon seit Jahren fiir seine Fahigkeit zur Kalzifizierung von
humanem Gewebe bekannt [220]. Der Mechanismus zur gesteigerten Kalzifikationen
wurde primédr im Rahmen chronischer Infektionen des Urogenitaltrakts nachgewiesen
[221]. Der kausale Nachweis einer Enterococcus faecalis-assoziierten Kalzifikation des
Herzklappengewebes steht bis zum heutigen Tag noch aus. Betrachtet man die
histopathologischen Befunde der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit, ist ein solcher
Mechanismus der Kalzifikation von sVHD-Klappen durch Enterococcus faecalis

durchaus denkbar.
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Das Bakterium konnte intramural und tief eingebettet in den Kalzifikationen der sVDH-
Klappen histopathologisch nachgewiesen werden. In einem Patienten mit sVHD ohne
Anzeichen einer aktiven Entziindungsreaktion war es moglich den Keim aus seinem
Herzklappengewebe zu isolieren und zusétzlich zum TagMan-PCR-Nachweises
mikrobiologisch anzuziichten. Dies ldsst eine bereits ldnger bestehende Persistenz des
Erregers im Klappengewebe vermuten. Es ist hinreichend erforscht, dass Enteroccoccus
faecalis als Biofilmbildner auch in der Lage ist Persister-Zell-Bildung zu generieren
[216]. Diese Fahigkeit versetzt den Erreger in die Lage unter Stressbedingungen (z.B.
Antibiose) und chronischen Umbauprozessen im Gewebe langfristig zu iiberleben, ohne
antibiotikaresistent zu sein. Das erkldrt, weshalb in den Patienten mit einer alE und
mikrobiologischem  Nachweis  durchschnittlich hdhere = DNA-Konzentrationen
nachgewiesen werden konnten. Hierbei handelt es sich definitionsgeméf um eine akute
floride Infektion mit hoher Teilungsrate des Enteroccoccus faecalis.

Die Féhigkeit der Enterokokken Biofilme zu produzieren wird in der Literatur als
fundamental fiir die Entwicklung einer akut infektidsen Endokarditis sowie auch
persistierender endodontotischer und urogenitaler Infektionen beschrieben [147, 214]. Es
ist durchaus vorstellbar, dass solche persistierende Infektionen, ausgelost durch eine
Biofilm-Bildung, wie im Rahmen persistierender periapicaler Zahninfektionen bereits
nachgewiesen [215], auch in der Pathogenese chronisch struktureller
Herzklappenerkrankungen vorkommen konnen. Der letztendliche Beweis fiir diesen
Zusammenhang steht jedoch noch aus.

So konnte auch Enterococcus faecalis auf einer bereits vorgeschadigten Herzklappe eine
Biofilm-Bildung induzieren und iiber die Transformation zu bakteriellen Persister-Zellen
im Herzklappengewebe persistieren. Die Literatur schlussfolgert, dass in der chemischen
und immunologischen Mikro-Umgebung eines Biofilms {iber noch nicht genau bekannte
Mechanismen eine Mineralisation und Kalzifikation des Biofilms induziert wird [222].
Geht man davon aus, dass sich Enterococcus faecalis als Biofilm am Herzklappengewebe
anlagert, konnten die im Biofilm lebenden Persister-Zellen eine Antibiotikatherapie
durchaus iiberstehen und auch nach konservativ behandelter, akut infektioser
Endokarditis im Herzklappengewebe trotz Verkalkung persistieren.

Diese Uberlegung spielt, v.a. im Hinblick auf minimalinvasive Verfahren wie dem TAVI-
Prozedere, eine klinisch herausragende Rolle. Persistieren Enterokokken als Persister-
Zellen im strukturell verdnderten Herzklappengewebe, konnten diese Bakterien im
Rahmen einer kathetergestiitzten Herzklappenimplantation aus der Kalzfikation geldst

und letztlich freigesetzt werden [174].
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Wenn man diesen Gedanken konsequent in den klinischen Alltag tibertrdgt, dann
profitieren Patienten mit geplanter TAVI-Implantation von einer prd- und ggf.
perinterventionellen Antibiose insbesondere, wenn in der Krankenhistorie eine

Enterococcus faecalis-Endokarditis vermutet oder nachgewiesen wurde.

Enterococcus faecium

Auch Enterococcus faecium konnte im Gewebe der sVHD-Patienten quantitativ und
qualitativ nachgewiesen werden, wobei insgesamt 3 von 100 Gewebeproben einen
positiven molekulargenetischen Fingerabdruck zeigten. Enterococcus faecium stellt
einen natiirlichen Bestandteil der Darm- und Mundflora dar [223]. In den letzten Jahren
zeigte sich der Erreger in der klinischen Praxis jedoch als ein immer héufiger
vorkommender humanpathogener Erreger im Rahmen nosokomialer Infektionen [224].
Im Gegensatz zum vorhergenannten Enterococcus faecalis wird Enterococcus faecium in
der Literatur nicht zu den Endokarditis-typischen Erregern gezéhlt [225], obwohl er, zwar
seltener als Enterococcus faecalis, aber dennoch die Fahigkeit besitzt Virulenzfaktoren
wie Cytolysin zu bilden [218]. In Ubereinstimmung mit der Literatur zeigte sich der
Erreger auch in der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit im Herzklappengewebe
(3/100 sVHD; 5/23 alE) deutlich seltener als andere Pathogene.

Enterococcus faecium unterscheidet sich von faecalis durch ein deutlich kleineres
Genom, mit der geringeren Potenz Virulenzfaktoren zu kodieren [226]. Aus der Tatsache
seiner niedrigen Virulenz sowie der verminderter Prdvalenz des Erregers in der
Pathogenese der alE ldsst sich ableiten, dass es sich primdr um eine chronisch
rezidivierende subklinische Infektion mit einer Besiedlung einer bereits vorgeschiadigten
Herzklappe handelt.

Diese Vorschddigung konnte durch hoher virulente Bakterien bedingt sein. In der
vorliegenden Untersuchung zeigt sich eine Ko-Infiltration mit Enterococcus faecalis und
Streptococcus pyogenes in 2 von 3 Gewebeproben. Aber auch die Vorschddigung des
Herzklappengewebes, unabhéngig von einer bakteriellen Infektion, beispielsweise durch
mechanisch degenerative Verdnderungen, kann der Néhrboden fiir eine zweizeitige
Infektion des Herzklappengwebes mit Enterococcus faecium sein. Es ist vorstellbar, dass
der Erreger im Rahmen von Mund- und Darmschleimhautverletzungen oder
Zahneingriffen rezidivierend Bakteridmien verursacht [217] und somit rezidivierende,
subklinische Entziindungsreaktionen an der Herzklappe auslost, die letztlich urséchlich
fiir eine strukturelle Verdanderung des Klappengewebes sein kdnnen. Hinsichtlich der

Tatsache seines relativ seltenen Auftretens im Herzklappengewebe und seiner niedrigen
87



Virulenz  erscheint eine  grofziigige  Antibiotikatherapie = bei  alleinigem
molekulargenetischem Erregernachweis nicht indiziert.

Bei vergleichbaren DNA-Konzentrationen, wie in Herzklappen von Patienten mit einer
akut infektiosen Endokarditis sowie direktem mikrobiologischen Kulturnachweis von
Enterococcus faecium im chronisch strukturell verandertem Herzklappengewebe, sollte
das Bakterium jedoch periprozedural antibiotisch abgedeckt werden, um das Risiko einer

moglichen akuten Infektion des Herzklappengewebes zu verringern.

Staphylococcus aureus

Epidemiologische Untersuchungen und Review-Arbeiten belegen eindrucksvoll den
Stellenwert einer Staphylococcus aureus-Bakteridmie als kausales Agens flir eine
Endokarditis weltweit [219, 227, 228]. Sowohl in Europa als auch in Asien, Afrika und
auf dem amerikanischen Kontinent zahlt die Staphylococcus aureus-Endokarditis zu den
herausforderndsten Entitdten im Hinblick auf die Therapie [219]. Die Leitlinien-
relevanten Publikationen préferieren therapeutisch ein chirurgisch-interventionelles
Vorangehen, wenn in der Blutkultur eine Staphylococcus aureus-Bakteridmie und
echokardiografisch endokarditische Vegetationen nachgewiesen werden konnen [229,
230]. Demzufolge kommt der Diagnostik des Erregers in der Blutkultur ein besonders
hoher Stellenwert zu [231].

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten Ausloser endovaskuldrer Infektionen und
hiufig mit einem aggressiven und komplikationsreichen Verlauf assoziiert [232]. Der
Erreger verfiigt liber zahlreiche genetisch determinierte Virulenzfaktoren, die es ihm
ermOglichen sich an humanes Gewebe anzulagern und iiber Toxine direkt zu schidigen
[233, 234]. Die Adhédsion von Staphylococcus aureus an das Gewebe wird iber
Oberflachenproteine wie Fibronectin-bindendes Protein (FrBPA), Fibrinogen-bindendes
Protein (Efb) oder dem sogenannten Clumping-Faktor (CIfA) vermittelt [234]. Uber eine
zweite Gruppe von Virulenzfaktoren, bestehend aus Enzymen und nicht enzymatischen
Toxinen wie Hamolysine oder Leukozidine (LukD, PVL) ist Staphylococcus aureus in
der Lage Zellwidnde des Zielgewebes zu perforieren und somit die Zellen direkt zu
schidigen [234]. Klinisch imponieren diese hochgradig pathogenen Eigenschaften in
einer fulminanten, zeitlich akuten Destruktion des Herzklappengewebes mit einem
primidr hochgradigen Klappenvitium [235]. Die Mortalitét einer nativen Staphylococcus
aureus-Endokarditis liegt innerhalb eines Jahres bei bis zu 45% [236] und bei
Prothesenendokarditiden sogar bei iiber 48 % [237, 238]. Unbestritten ist dieser Keim

eine wirkliche Herausforderung im Rahmen der Antibiotikatherapie und des
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chirurgischen Vorgehens, da die Gewebedestruktion sich oftmals nicht auf die
Herzklappe allein beschriankt [239, 240]. Auch die Freisetzung von Toxinen wie das
Alpha-Toxin oder/und Leukozidin AB fordert den fulminanten Krankheitsverlauf durch
eine gezielte Manipulation des Immunsystem [145].

All diese Erkenntnisse und die stetig wachsenden Veroffentlichungen fithren dennoch seit
Jahrzehnten nicht zu einer verminderten Prévalenz der Staphylococcus aureus
assoziierten Endokarditis [78, 227, 240].

Untersuchungen von Oberbach et al. (2017) legen nahe, dass mikrobiologische
Blutkulturbefunde auch fiir Staphylococcus aureus nicht hinreichend valide die
tatsdchliche Klappeninfektionsrate wiederspiegelt [44]. Das Ziel der vorliegenden Studie
war u.a. durch eine TagMan-PCR-Analyse die Konzentration einer Staphylococcus
aureus Infektion in Herzklappengewebe von alE-Patienten in Korrelation mit positiven
Klappenkulturen abzubilden. Es zeigte sich, dass alE-Patienten mit einem positiven
mikrobiologischen Kulturbefund in der Herzklappe signifikant hohere Taq-PCR
basierende DNA-Konzentrationen aufwiesen. Die hohe Teilungsrate von Staphylococcus
aureus in einer akuten Entziindungsreaktion ist in der Literatur gut belegt [241] und ldsst
fiir die eigenen Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass in einer alE mit einer sehr hohen

Erregerlast im Klappengewebe zu rechnen ist.

Die eigenen Befunde legen jedoch, in Zusammenschau mit den Erkenntnissen aus der
Literatur, nahe, dass Staphylococcus aureus auch eine wesentliche Rolle in der
Pathogenese chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen spielen kann. So konnte
der Erreger in 15 von 100 untersuchten sVHD-Klappen molekularbiologisch via
TagMan-PCR nachgewiesen werden. Die sVHD-Klappen zeigten eine Verteilung der
nachgewiesenen DNA-Konzentration von 10! bis 3 x 10° pg/ml, wobei die
Staphylococcus aureus-positiven alE-Klappen ohne mikrobiologischen Nachweis die
gleiche Verteilungsbreite zeigten. Genau diese alE-Klappen ohne mikrobiologischen
Staphylococcus aureus-Nachweis zeigten eine Ko-Infektion mit anderen bakteriellen
Erregern, sodass davon auszugehen ist, dass die urséchliche akute Klappenschidigung
nicht auf Staphylococcus aureus, sondern auf den/die koinfiltrierten Erreger
zuriickzufiihren ist.

Es ist bekannt, dass nicht alle Staphylococcus aureus-Stamme dieselben Virulenzfaktoren
besitzen und das Gewebe somit nicht gleichermallen schiadigen konnen [233, 242]. Die
spezifische TagMan-PCR-Primer-Paar/Sonde ist nicht in der Lage Staphylococcus

aureus-Stimme differenziert abzubilden. Der Grad der Virulenz, bspw. die Expression
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von Endo- und Exotoxinen, wird jedoch auf Stammebene determiniert und nicht durch
Speziesebene reprisentiert [243, 244]. Somit bleibt es zu vermuten, dass sowohl in der
alE-Kohorte als auch in der sVHD-Kohorte mit molekularbiologisch positivem Nachweis
einer Staphylococcus aureus-Infektion bzw. -Infiltration, von unterschiedlich virulenten
Stimmen auszugehen ist, die schlussfolgernd einen differenzierten klinischen Verlauf
initiieren.

Staphylococcus aureus ist, vergleichbar der pathogenen Entitit des FEnterococcus
faecalis, in der Lage einen Biofilm als Protektion zu synthetisieren und Persister-Zellen
als Uberlebensstrategie zu generieren [245, 246]. Es ist also vorstellbar, dass auch
Staphylococcus aureus sich auf bereits vorgeschiadigten Herzklappen ablagert, Biofilme
bildet und {iiber unterschiedliche Mechanismen eine Fibrosierung/Verkalkung des
Gewebes induziert und damit die Entwicklung einer sVHD triggert. In Abgrenzung zu
anderen Herzklappen-relevanten Bakterien scheint jedoch der Staphylococcus aureus
seine virulente Potenz in Form einer sehr hohen Bakterienlast, mit einer Vielzahl an
Virulenzfaktoren, auszuiiben und somit primér fiir akute, fulminante Erkrankungen der

Herzklappe verantwortlich zu sein.

Clostridium difficile

Ein letzter zu betrachtender Erreger des amplifizierten Erregerspektrums ist das
Clostridium difficile. Der Erreger wurde in 1 von 100 sVHD- Klappen via PCR
nachgewiesen.

Wie alle bereits zuvor genannten FErreger wurde auch Clostridium difficile
histopathologisch intramural im Herzklappengewebe nachgewiesen und ldsst eine Rolle
in der Pathogenese chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen vermuten.
Clostridium difficile ist in geringem Male natiirlicher Bestandteil der physiologischen
Darmflora und als opportunistischer, obligat anaerober Erreger gilt er als der wichtigste
Ausloser nosokomialer Durchfallerkrankungen [247, 248]. Fiir Infektionen am
Herzklappengewebe tritt Clostridium difficile eher seltener in Erscheinung, obwohl
bekannt ist, dass opportunistische Anaerobier dennoch schwerwiegende akute
Endokarditiden auslosen konnen [249].

Clostridium difficile ist iiber zahlreiche Pathogenititsfaktoren in der Lage humanes
Gewebe zu schddigen, wobei die beiden Virulenzfaktoren Toxin A (TcdA) und Toxin B
(TcdB) die wohl bedeutendste Rolle spielen [248]. Die beiden Toxine 16sen iiber die
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen und der Infiltration von

neutrophilen Granulozyten eine Entziindung und direkte Schiadigung des infizierten
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Gewebes aus [250]. AuBlerdem ist der Erreger fahig Sporen zu bilden, Biofilme zu
formieren und dadurch chronisch rezidivierende Infektionen auszulosen [148].

Unter Beriicksichtigung der Erkenntnisse der Literatur und der eigenen
Untersuchungsergebnisse ist es denkbar, dass Clostridium difficile-Erreger das Gewebe
der Herzklappen direkt oder indirekt schiddigen. Der direkte Mechanismus ist auf die
Wirkung der beiden Toxine zuriickzufiihren. Beide Toxine (A und B) werden in den
Zellen internalisiert und l6sen letztlich eine Apoptose mit begleitender endothelialer
Dysfunktion aus [251]. Zusitzlich fiihren diese Pathomechanismen zu sekundéren
Umbauprozessen des Klappengewebes, die wiederum die Funktion der Herzklappe
wesentlich beeinflussen. Der Grad der Klappenzerstorung und einer moglichen

Immunantwort bestimmt offensichtlich das Ausmal} der Klappendestruktion.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass die beschriebenen 6 Bakterienspezies
zwar unterschiedliche Virulenzfaktoren und Pathogenitdtsmechanismen ausprigen,
jedoch letztlich das Herzklappengewebe direkt und/oder indirekt schiddigen konnen.

Der Konsens vieler Verdffentlichungen zeigt, dass oftmals die Entstehung struktureller
Herzklappenerkrankungen ein Abbild aktiver Prozesse, ausgelost durch eine chronische
Inflammation des Gewebes und nicht wie frither angenommen ein passiver Prozess der
Degeneration ist [1, 15, 23]. Der kausale Mechanismus der Kalzifikation und
Stenosierung der Herzklappen nach bakterieller Infektion ist aktuell Gegenstand
wissenschaftlicher Forschung [17, 51]. Interstitielle Zellen im Herzklappengewebe
konnen sich, getriggert durch proinflammatorische Zytokine, zu Osteoblasten-dhnlichen
Zellen differenzieren und, bei einer gleichzeitig bestehenden Stérung des
Calciumstoffwechsels, eine Mineralisation des Gewebes auslosen [2, 25] Ob die
bakteriellen Erreger die Kalzifikation und Stenosierung der Herzklappen direkt auslosen
oder ob sie lediglich indirekt eine Rolle in der Induktion einer chronischen

Entziindungsreaktion spielen, gilt es noch zu kléren.

Konsequenz der eigenen wissenschaftlichen Ergebnisse

In Rahmen der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit konnten in 72% der untersuchten
sVHD-Klappen bakterielle Erreger molekularbiologisch via TagMan-PCR-Analyse im
Herzklappengewebe nachgewiesen werden. In seltenen Féllen gelang zudem eine direkte
mirkobiologische Anzucht der Bakterien aus chronisch strukturell verdnderten

Herzklappen.
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Bisher interpretierte man den mikrobiologischen und molekularbiologischen Nachweis
von Bakterien in Herzklappen von sVHD-Patienten primér als Kontamination bzw.

erkannte darin keine Konsequenz fiir klinische Handlungspfade.

Aktuelle Ergebnisse unterstiitzen jedoch die Hypothese einer infektiosen Pathogenese hin
zur chronisch strukturellen Herzklappenerkrankung. Besonders durch neue
Interventionen wie TAVI oder die offen chirurgische Implantation von
selbstexpandierenden Herzklappen (Intuity Elite Klappe) gewinnt die Erkenntnis einer
infektiosen Pathogenese chronisch struktureller Herzklappenerkrankungen einen neuen
klinischen Stellenwert. Dieser reicht von der kulturunabhéngigen Diagnostik bis hin zur
pri- und postoperativen Antibiotikatherapie zur spezifischen Eradikation der
ursdchlichen Bakterien.

Vor allem jene Patienten mit einer Prddisposition zu chronisch rezidivierenden
Bakteriamien, bzw. Patienten mit einer akut infektiosen Endokarditis in der
Krankenvorgeschichte, konnten von periprozeduralen Antibiotikatherapien profitieren,
um eine postinterventionelle Prothesenendokarditis zu verhindern.

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass sowohl mikrobiologische als auch
molekularbiologische Diagnostik im klinischen Alltag notwendig sind, um das Spektrum
der Bakterien in einer verkalkten Herzklappe zu erfassen. Die Metagenomanalyse ist
hierfiir eine sensitive und hochspezifische Methode, um Erkenntnisse iiber eine
polymikrobielle Pathophysiologie der sVHD zu beurteilen. Dariiber hinaus belegen die
eigenen Ergebnisse, dass ein bisher kaum beriicksichtigter Anteil von sVHD durch
chronische Entziindungen reprisentiert oder durch sekundire Bakterieninfiltration
getriggert wird. Es ist zwingend notwendig histopathologische und molekularbiologische
Analysen von reseziertem Klappengewebe als Standardmethode zur Diagnostik von

Herzklappenerkrankungen einzubeziehen.
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7. Zusammenfassung

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose stellt in den westlichen Industrienationen die
héufigste Herzklappenerkrankung tiberhaupt und hinter arteriellem Hypertonus und der
koronaren Herzerkrankung die dritthdufigste kardiovaskuldre Erkrankung dar. Durch den
demographischen Wandel, mit einer immer &dlter werdenden Bevolkerung, konnte in den
letzten Jahren eine deutlich steigende Inzidenz der Erkrankung beobachtet werden.

Die bis heute noch nicht vollstindig verstandene Pathogenese der strukturellen
Herzklappenerkrankung (sVHD) reicht von rheumatisch bedingten Verdnderungen bis
hin zu chronisch degenerativen Umbauprozessen in Form einer aktiven Inflammation des
Klappengewebes. Aktuelle wissenschaftliche Arbeiten weisen darauf hin, dass dieser
Prozess der aktiven Inflammation u.a. {iber eine bakterielle, subklinische Infektion des
Klappengewebes getriggert werden kann.

Obwohl bereits Ende der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts Bakterien in chronisch
strukturell verdnderten Herzklappen nachgewiesen wurden, interpretierte man diesen
Nachweis als Kontamination des Herzklappengewebes bzw. sah in dieser Erkenntnis
keine klinische Konsequenz, da durch operative Entfernung der Klappe das infiltrierte
Gewebe vollstindig entfernt wurde. In der klinischen Therapielandschaft haben wir in
der modernen Medizin Moglichkeiten, strukturell erkrankte Herzklappen durch
Implantation von neuen biologischen Herzklappen mit minimalinvasiver Technik zu
ersetzen. Bei diesen Verfahren wird die stark verkalkte Klappe in situ belassen. Dies
bringt das Risiko einer Freisetzung infiltrierter Bakterien aus dem Klappengewebe mit
sich, wodurch auch die Wahrscheinlichkeit der gefiirchteten Prothesenendokarditis
deutlich erhoht wird.

Moderne molekulargenetische Methoden ermdglichen den Nachweis des gesamten
mikrobiellen Spektrums im Herzklappengewebe, unabhéngig von der mikrobiologischen
Kultivierung. Insbesondere die Metagenomanalyse ist eine empfindliche und
hochspezifische Analysemethode, die einen tieferen Einblick in die Pathogenitéit der

Krankheiten ermoglicht.

Im Rahmen der vorliegenden, multizentrischen, prospektiven Kohortenstudie, wurden im
Zeitraum von Mirz 2016 bis Juni 2017 Patienten mit chronisch struktureller
Herklappenerkrankung sowie akut infektioser Endokarditis mit Indikation zum
operativen Klappenersatz rekrutiert. Aus dieser Kohorte wurden 100 sVHD-Patienten

und 23 alE-Patienten randomisiert. Die explantierten Herzklappen wurden mithilfe
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spezieller histopathologischer sowie mikrobiologischer Methoden analysiert. Im
Vordergrund stand dariiber hinaus die molekulargenetische Untersuchung des
Herzklappengewebes auf eine mdgliche bakterielle Infiltration/Infektion. Die verwendete
TagMan-PCR stellt eine hochspezifische und quantitative Analysemethode fiir den
Nachweis zahlreicher bakterieller Erreger dar. Um die DNA von Bakterienspezies
hochspezifisch und sensitiv abbilden zu konnen, wurden fiir 8 ausgewéhlte Bakterien
jeweils ein spezifisches Primer-Paar und eine spezifische TagMan-Sonde etabliert. Diese
8 Tag-PCR-Analysen wurden als Screening fiir alle sVHD-Patienten angewandt. In 72%
der nicht infektiosen, chronisch strukturell verdnderten Herzklappengewebeproben
konnte ein positiver Nachweis fiir bakterielle DNA erbracht werden. Die 6 genannten
Keime sind: Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes, Enterococcus faecalis &
faecium, Streptococcus pyogenes und Clostridium difficile.

Uber die spezielle Aufbereitung des Herzklappengewebes, mit anschlieBender
Vorbehandlung im Ultraschallbad, gelang in der eigenen Kohorte bei insgesamt 5 sVHD-
Patienten, neben dem molekulargenetischen DNA-Nachweis, zusdtzlich der direkte
mikrobiologische Kulturnachweis von Staphylococcus warneri, saccharolyticus sowie

haemolyticus, Enterococcus faecalis und Clostridium difficile.

In den letzten zehn Jahren hat sich der Einsatz von kathetergestiitzten Implantations-
Verfahren (TAVI) zur Behandlung von sVHD herauskristallisiert und rasant ausgeweitet.
In Anbetracht der minimalinvasiven Natur des Verfahrens erhoffte man sich eine
niedrigere Rate der friihen Prothesenklappenendokarditis. Im Gegensatz dazu zeigten
sich jedoch dhnlich hohe bzw. in einigen Arbeiten sogar hohere postinterventionelle
Endokarditisraten im Vergleich zum konventionell chirurgischen Klappenersatz. Die
eigenen Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass eine primir bakterielle Infiltration in
verkalkten Klappenstrukturen der Nidhrboden fiir eine TAVI-implantierte
postinterventionelle Prothesenendokarditis sein kann.

Beim konventionell chirurgischen Klappenersatz wird die Quelle einer moglichen
Infektion durch die Entfernung von beeintrachtigtem Klappengewebe vor der
Implantation der Prothese weitgehend eliminiert. Aber auch hier flihren neuere
Entwicklungen zur offen chirurgischen Implantation von selbstexpandierenden
Klappenprothesen (Intuity Elite Klappe), die im Bereich des Klappenanulus die
Verkalkung als Widerlager zur Klappenbefestigung nutzen. Eine vollstdndige Entfernung

des Kalkrings ist hierbei nicht vorgesehen.
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Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass sowohl mikrobiologische als auch
molekularbiologische Diagnostik im klinischen Alltag notwendig sind, um das Spektrum
der Bakterien in einer verkalkten Herzklappe zu erfassen. Die Metagenomanalyse ist
hierfiir eine sensitive und hochspezifische Methode, um Erkenntnisse iiber eine
polymikrobielle Pathophysiologie der sVHD zu beurteilen. Dariiber hinaus belegen die
eigenen Ergebnisse, dass ein bisher kaum beriicksichtigter Anteil von sVHD durch
chronische Entziindungen reprisentiert oder durch sekundire Bakterieninfiltration
getriggert wird. Es ist zwingend notwendig histopathologische und molekularbiologische
Analysen von reseziertem Klappengewebe als Standardmethode zur Diagnostik von

Herzklappenerkrankungen einzubeziehen.
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