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L. EINLEITUNG

Bakterielle Biofilme haben in den letzten Jahren zunehmend an medizinischer
Bedeutung gewonnen. Durch die Fihigkeit zur Biofilm-Bildung konnen
Mikroorganismen in unterschiedlichsten Umgebungen iiberleben und sich dabei an
verschiedene Wachstumsbedingungen anpassen. Biofilme kommen sowohl in der
Umwelt als auch in vivo vor, wenn sie im Zuge bakterieller Infektionen gebildet
werden. Durch die Biofilm-Matrix geschiitzt sind Bakterien im Biofilm nur
eingeschrankt durch das Immunsystem oder antibiotische Behandlungen zu
eliminieren, sodass sich chronische und rezidivierende Infektionen bei Mensch und
Tier entwickeln kdnnen. Viele chronische Infektionen sind bereits nachweislich auf

die Bildung von Biofilm zuriickzufiihren.

Die Equine Rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine chronische Erkrankung des
Pferdeauges, die durch eine Leptospiren-Infektion ausgelost und durch
wiederkehrende Entziindungsschiibe gekennzeichnet ist. Obwohl bereits Hinweise
auf eine Beteiligung von Biofilm bei der Pathogenese der ERU bestehen, ist diese
noch nicht abschlieBend nachgewiesen. Um das bisherige Wissen iiber die
bakterielle Biofilm-Bildung und ihre Beteiligung bei Biofilm-assoziierten
Infektionen besser zu verstehen und fiir die weitere Erforschung der Pathogenese
der ERU nutzen zu konnen, wurde die vorliegende Literaturstudie in Angriff
genommen. Dabei sollte ein Grundstein fiir zukiinftige Untersuchungen zur

Pathogenese der ERU geschaffen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, das Themengebiet ,,Biofilm und Biofilm-
assoziierte Infektionen anhand der bestehenden Literatur darzustellen. Besonderes
Augenmerk wurde dabei auf die Mechanismen zur Persistenz von Biofilm-
bildenden Bakterien gelegt. Um die Bedeutung der Forschung iiber die mogliche
Beteiligung von Biofilm in der Entstehung und im Verlauf der ERU weiter
hervorzuheben, sollten Parallelen in der Pathogenese, Diagnostik und Therapie zu

Biofilm-assoziierten Infektionen ausgearbeitet werden.
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11. MATERIAL UND METHODEN

Die Literaturrecherche fand fast ausschlieBlich iiber das Internet statt. Bei der Suche
nach relevanten Artikeln wurden in erster Linie PubMed und ResearchGate genutzt,
in Einzelfillen auch Google Scholar. Relevante Artikel wurden, sofern sie nicht als
Volltext bei PubMed oder ResearchGate verfligbar waren, liber die E-Medien der
Universitétsbibliothek der LMU bezogen.

Das Themengebiet ,Biofilm“ wurde anhand ausgewdhlter, reprisentativer
Bakterienstimme erldutert. Die Forschung zum Thema Biofilm ist bei
Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)
und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bereits weit fortgeschritten, sodass
sich diese Bakterienstimme gut zur Beleuchtung der Thematik eigneten. Bei der
Fiille an Literatur zum Thema Biofilm konnte so ein speziesiibergreifender
Uberblick und gleichzeitig eine differenzierte Darstellung der Biofilm-Bildung

einzelner Mikroorganismen geschaffen werden.

Ein &hnliches Prinzip wurde bei der Auswahl Biofilm-assoziierter Infektionen
verfolgt. Die P.-aeruginosa-Infektion bei Mukoviszidose-Patienten, Parodontitis
und chronische Wundinfektionen stehen nachgewiesenermallen mit der Biofilm-
Bildung der ursdchlichen Mikroorganismen in Zusammenhang. Die typischen
Merkmale Biofilm-assoziierter Infektionen konnten so anhand gut erforschter

Beispiele erarbeitet werden.

Zur Darstellung der Persistenz-Mechanismen von Bakterien im Biofilm wurden
Wechselwirkungen mit Antibiotika und dem Immunsystem gemaf3 dem aktuellen
Forschungsstand erldutert. Die Equine Rezidivierende Uveitis wurde anhand
bestehender Literatur beschrieben. Die Besonderheiten des Glaskdrpers in Hinblick
auf Anatomie und Physiologie sowie bekannte Verdnderungen in Zusammenhang
mit der ERU wurden vor dem Hintergrund einer moéglichen Biofilm-Bildung

beleuchtet.
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111. ERGEBNISSE

1. Hintergrund

1.1. Geschichtliches

Die Entdeckung von mikrobiellem Biofilm reicht zuriick bis ins 17. Jahrhundert.
Mit der Entwicklung der ersten Lichtmikroskope erkannte Antoni van
Leeuwenhoek erstmals sogenannte ,,Animalicules” im Zahnbelag seiner eigenen
Zihne. Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei dieser Entdeckung wohl um
den ersten dokumentierten Nachweis von mikrobiellem Biofilm handelte. Heute
werden solche Biofilme als mikrobielle Gemeinschaften definiert, die an ein
Substratum gebunden und von extrazelluldrer polymerer Substanz (EPS) umgeben

sind, die durch die Bakterien selbst produziert wurde (Percival et al., 2011).

Heukelekian und Heller postulierten 1940 den sogenannten ,bottle effect* in
marinen Mikroorganismen, demzufolge sich das Bakterien-Wachstum substantiell
steigerte, wenn sie an einer Oberfliche hafteten (Heukelekian & Heller, 1940,
Percival et al., 2011). Umfangreiche physikalische und chemische Analysen
begannen erst in den 1970er Jahren, als die Vorherrschaft von bakteriellem Biofilm
erkannt wurde (Percival et al., 2011). Costerton et al. verkiindeten 1978, dass die
Mehrheit von Bakterien in aquatischen Okosystemen in Biofilmen und an
Oberflachen haftend wachsen und sich diese festgewachsenen Bakterienzellen
zutiefst von ihren freien planktonischen Gegenspielern unterscheiden (Costerton et

al., 1978, Donlan & Costerton, 2002).

Vier Jahre spdter beobachtete Costerton die Bildung eines Biofilms durch S. aureus
auf einer Herzschrittmacherelektrode. Damit setzte er den Grundstein fiir die

Erforschung von Biofilmen in der medizinischen Mikrobiologie (Marrie ef al.,

1982).

Strukturelle, biophysikalische und chemische Untersuchungen — insbesondere der
die Bakterien umgebenden ,,Glykokalix* — fiihrten 1995 zu dem grundlegenden
Konzept eines ,,Biofilm-Modells“. In diesem Modell bilden Mikroorganismen
Mikrokolonien, die von EPS umgeben und durch wassergefiillte Kandle

miteinander verbunden sind (Percival et al., 2011).
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Mittels genetischer Studien wurde kurze Zeit spéter dem Prozess der Anhaftung
planktonischer Bakterienzellen und der dadurch ausgelosten Biofilm-Bildung auf
den Grund gegangen. Es wurde bekannt, dass durch die initiale Zellbindung an
Oberflichen spezifische Gene transkribiert werden, die die Produktion von
bakteriellen Komponenten zur Adhésion und Biofilm-Bildung aktivieren. Ferner
wurde eine verdnderte Wachstumsrate der Bakterien im Biofilm erkannt, sowie die
Tatsache, dass diese Zellen des ,Biofilm-Phénotyps* im Vergleich zu
planktonischen Bakterienzellen unterschiedliche Gene transkribieren (Donlan &

Costerton, 2002).

1.2. Vorkommen

Biofilme kommen in der Natur ubiquitér in allen wéssrigen Systemen vor. Dabei
konnen sich die Bakterien an exotischste Lebensrdume wie heille Quellen, marine
Sedimente, tiefe geologische Formationen und die Antarktis anpassen. Das
Vorhandensein einer Grenzflache, Wasser mit mikrobiell verwertbaren Nahrstoffen
und die Mikroorganismen selbst sind dabei die einzigen Voraussetzungen fiir die

Entstehung von Biofilmen (Flemming & Wingender, 2001).

Durch Nihrstoffanreicherung in der EPS-Matrix und deren gezielte Nutzung
konnen sich verschiedene Bakterien im Biofilm zu synergistischen
Gemeinschaften, sogenannten polymikrobiellen Biofilmen, zusammenschlieen.
Deren Féhigkeit, auch schwer abbaubare Substanzen umzusetzen, macht sie zu
einem entscheidenden Bestandteil im Selbstreinigungsprozess von Bdden,
Sedimenten und Gewissern. In sogenannten Batch-Biofilm-Reaktoren wird sich
diese Eigenschaft schon seit Jahrzehnten in der Abwasserreinigung zu Nutze
gemacht (Kandeler et al., 2000, Flemming & Wingender, 2001, Rodgers et al.,
2006).

Die ubiquitdre Besiedelung von Rohrleitungen in Trinkwassersystemen und
Anlagen zur Wasseraufbereitung stellt hingegen eine groBe Problematik dar.
Biofouling und Biokorrosion konnen daraus resultieren und dadurch nicht nur die
Haltbarkeit der Rohrsysteme verkiirzen, sondern auch die Trinkwasserqualitdt

beeintrachtigen (Kubik, 2007).

Ein dhnliches Problem entsteht durch die Biofilm-Bildung in Wassersystemen
medizinischer Geréte. Wasserschlduche in zahndrztlichen Behandlungseinheiten

stellen ideale Voraussetzungen fiir eine bakterielle Anlagerung und Entstehung von
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Biofilm dar: ein grofles Oberfldchen- / Volumen-Verhéltnis, laminédre Stromung
und Wasserstauung. Eine mikrobielle Kontamination des ausgegebenen Wassers ist
die Folge und birgt ein Infektionsrisiko fiir Patienten und medizinisches Personal

(Costa et al., 2016).

Neben der Bedeutung von Biofilmen in umweltassoziierten Lebensrdumen spielt
die bakterielle Besiedelung von lebendem Gewebe eine ebenso bedeutende Rolle.
Das menschliche Mikrobiom, bestehend aus etwa 1x10'* Mikroorganismen, setzt
sich zum Grofiteil aus der Darmflora zusammen. Daneben sind aber auch die
Mikroorganismen von Haut (Hautflora) und Schleimhéduten (u.a. Mund-, Rachen-
und Nasenflora, Vaginalflora) mit einbezogen. Das intestinale Mikrobiom stellt ein
Paradebeispiel fiir das niitzliche Zusammenspiel von Bakterien und Wirt dar.
Metabolische  Funktionen wie die Aufspaltung von unverdaulichen
Nahrungsbestandteilen, der Abbau von toxischen Bestandteilen und die Produktion
von Vitaminen sind dabei fiir den Wirt essentiell. AuBerdem gewinnt die
Erforschung von Signalfunktionen des intestinalen Mikrobioms bei der Physiologie
und Entwicklung des Wirts und der Regulation seines Immunsystems stetig an

Relevanz (de Vos, 2015, Stangl, 2020).

1.3. Biofilm-assoziierte Infektionen

Besonders aus medizinischer Sicht hat die Bedeutung von Biofilmen in den letzten
Jahrzehnten einen hohen Stellenwert erlangt. Immer mehr chronische und
rezidivierende bakterielle Infektionen werden auf die Beteiligung von Biofilmen
untersucht. Harnwegsinfektionen (z. B. durch E. coli), die Mittelohrentziindung des
Kindes (z. B. durch Haemophilus influenzae), Katheter-assoziierte Infektionen
(z. B. durch S. aureus) sowie die Bildung von Zahnbelag und das Auftreten von
Gingivitis stellen nur einen Teil der Biofilm-assoziierten Infektionen dar. Neben
diesen hidufig auftretenden und meist ungefdhrlichen Erkrankungen sind auch
Infektionen wie Endokarditiden und Implantatinfektionen durch S. aureus und die
schweren Atemwegsinfektionen durch P. aeruginosa bei Mukoviszidose-Patienten

auf die Bildung von bakteriellem Biofilm zuriickzufiihren (Lewis, 2001).

Laut den Centers for Disease Control in den USA sind Biofilme bei etwa 65 % aller
bakteriellen Infektionen in der Humanmedizin beteiligt. Die National Institutes of

Health schitzen diesen Wert sogar auf 80 % (Joo & Otto, 2012).
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Da sich die Pathophysiologie der meisten Biofilm-assoziierten Infektionen des
Menschen kaum von denen der Tiere unterscheidet, ist davon auszugehen, dass das
Ausmall der Beteiligung von Biofilm an bakteriellen Infektionen in der
Veterindrmedizin einen &hnlichen Stellenwert erreicht. So spielen Biofilm-
assoziierte Infektionen unter anderem bei domestizierten Wiederkduern eine grof3e
— auch wirtschaftliche — Rolle. Darunter fallen zum Beispiel chronische Mastitiden
durch S. aureus, die Paratuberkulose durch Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis, Leberabszesse durch Fusobacterium necrophorum und

Pneumonien durch Pasteurella multocida (Abdullahi et al., 2016).

2. Biofilm

Ein Biofilm ist eine sessile Gemeinschaft mikrobiellen Ursprungs, die durch Zellen
charakterisiert ist, die irreversibel an ein Substrat, eine Grenzflaiche oder an sich
selbst gebunden sind. Die Zellen sind dabei in eine Matrix von EPS eingebettet. Sie
weisen einen verdnderten Phénotyp auf, der sich in seiner Wachstumsrate und
Gentranskription von seinen planktonischen Gegenspielern unterscheidet (Donlan

& Costerton, 2002).

2.1. Biofilm-bildende Mikroorganismen

Es wird davon ausgegangen, dass iiber 99,9 % der Bakterien die Fahigkeit zur
Biofilm-Bildung besitzen und in Biofilmen an Oberflichen leben. Diese
Vorherrschaft von Biofilmen wurde in allen natiirlichen Okosystemen
nachgewiesen (exklusive Tiefengrundwasser und Tiefsee-Ozeane) (Costerton et

al., 1995, Donlan & Costerton, 2002).

Bei der Untersuchung von medizinisch relevanten Biofilmen ist P. aeruginosa einer
der besonders gut erforschten Bakterienstimme. P. aeruginosa ist ein ubiquitér
vorkommendes, gramnegatives Stiabchenbakterium der Gattung Pseudomonas.
Aufgrund seiner bedeutenden Rolle in verschiedenen Erkrankungen ist
P. aeruginosa in den Fokus medizinischer Forschung geriickt. Seine Féhigkeit zur
Biofilm-Bildung trigt unter anderem zur Entwicklung persistierender Infektionen
bei Mukoviszidose-Patienten und chronischen Wundinfektionen bei (Mulcahy et

al., 2014).

Ein besonders im Kontext von Antibiotika-Resistenzen viel diskutierter

Bakterienstamm ist S. aureus. S. aureus ist ein grampositives, kokkenformiges
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Bakterium, das als Kommensale Teil der mikrobiellen Hautflora ist (Byrd et al.,
2018). Neben akuten Infektionen wie Bakteridmien und Hautabszessen, die
iiblicherweise durch planktonische Zellen verursacht werden, werden chronische
S.-aureus-Infektionen mit der Bildung von Biofilm in Zusammenhang gebracht.
S. aureus haftet und persistiert auf wirtseigenem Gewebe und unterhilt dadurch
medizinisch relevante Erkrankungen wie Osteomyelitis, Endokarditis und
chronische Wundinfektionen. Aufgrund der Bedeutung von S. aureus bei
nosokomialen Infektionen herrscht ein breites Verstindnis iiber Physiologie und

Infektionspathologie (Lister & Horswill, 2014).

Auch S. epidermidis ist ein kommensaler Hautbewohner, der heutzutage als ein
wichtiges opportunistisches Pathogen gilt. S. epidermidis stellt mit S. aureus die
héufigste Ursache fiir nosokomiale Infektionen dar. Die Bildung von Biofilm ist
vor allem bei medizinischen Produkten bedeutend, da diese bei Implantation hiufig
mit S. epidermidis kontaminiert sind. Obwohl S.-epidermidis-Infektionen nur selten
lebensbedrohliche  Erkrankungen auslosen, stellt ihre Therapie eine
Herausforderung an das Gesundheitssystem dar. Resistenzen gegeniiber
Antibiotika und dem Immunsystem erhéhen die Widerstandsféhigkeit der Zellen
im Biofilm und schrinken die Moglichkeiten der Therapie maB3geblich ein (Otto,
2009).

2.2. Schritte in der Entstehung von Biofilm

Obwohl unterschiedlichste Mikroorganismen in Biofilmen zusammenleben,
erfolgen die Schritte der Biofilm-Bildung stets nach einem gemeinsamen Muster:
initialer Kontakt und Anhaftung an eine Oberfliche, Entstehung von
Mikrokolonien, Reifung und Formation des Biofilmgeriists und schlielich

Abtrennung und Streuung von Teilen des Biofilms (siehe Abbildung 1).
Initialer Kontakt, Anhaftung an eine Oberfldche und / oder benachbarte Zellen

In dieser Phase binden mikrobielle Zellen unter Mitwirkung von physikalischen
Kriften (Van-der-Waals-Krifte, elektrostatische Wechselwirkungen) mit ihren Pili,
Fimbrien oder Geifleln an eine biotische oder abiotische Oberfliche. Sowohl
Adhésion (Bindung von Zellen an eine Oberflidche) als auch Kohésion (Bindung

von Zellen untereinander) kommen in diesem Stadium vor (Jamal ef al., 2018).

Wihrend die Aggregation von Zellen in einem Biofilm ein elementares Merkmal

darstellt, ist die Bindung an eine Oberfliche nicht zwingend notwendig. Bei



I11. Ergebnisse 8

Mukoviszidose-Patienten  beispielsweise sind  P.-aeruginosa-Biofilme als
Zellaggregate im Tracheobronchialsekret vorhanden — nicht jedoch an das

Lungenepithel anhaftend (Bjarnsholt e al., 2009, Hall-Stoodley et al., 2012).
Entstehung von Mikrokolonien

Sobald die Bindung an eine Oberflache stabil ist, beginnt die Phase der mikrobiellen
Zellteilung, ausgelost durch chemische  Signalwege innerhalb der
Exopolysaccharid-Matrix. Bakterielle Gemeinschaften in Biofilmen bestehen
hiufig aus vielen verschiedenen Mikrokolonien, die sich untereinander
koordinieren. Dabei spielen Substrataustausch, Verteilung und Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten eine wichtige Rolle. So kann in Biofilmen eine Umgebung
geschaffen werden, in der Bakterien mit unterschiedlichem Metabolismus

voneinander profitieren.
Reifung und Formation des Biofilmgeriists

In dieser Phase spielt die Zell-zu-Zell-Kommunikation eine grofle Rolle. Durch
Signalmolekiile, sogenannte Autoinduktoren, findet eine prézise Steuerung und
Kontrolle der Zelldichte im Biofilm statt (Quorum Sensing). Aullerdem werden
Gene zur Produktion von EPS aktiviert, dem Hauptbestandteil der
dreidimensionalen Biofilmstruktur. Interstitielle Hohlrdiume werden gebildet, die
wassergefiillt sind und als Kreislaufsystem fiir den Transport von Néhrstoffen und

Stoffwechselprodukten zwischen den Mikrokolonien dienen.
Abtrennung und Streuung von Teilen des Biofilms

Um von der sessilen wieder in die motile Form {iberzugehen, kommt es in diesem
Stadium im randstindigen Biofilm zu einer schnellen Zellvermehrung.
Saccharolytische Enzyme werden produziert, die das Verlassen der Zellen aus der
EPS-Matrix erleichtern. So kommt es entweder spontan oder unter Einwirkung von
mechanischem Stress zur Ablosung von Teilen des Biofilms. AuBerdem wird die
Proteinexpression zur Ausbildung von Geifleln gesteigert, womit die Bakterien sich

zu einem neuen Ort der Anlagerung bewegen konnen (Jamal et al., 2018).
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II

Abbildung 1: Schritte der Biofilm-Bildung

I. Nach initialem Kontakt und Anhaftung an die Substratoberfliche gehen planktonische
Bakterien (1) in den Biofilm-Phénotyp (2) iiber. II. Es kommt zur Bindung der Zellen untereinander
und zur Entstehung von Mikrokolonien. III. Daraufhin werden Bestandteile der Biofilm-Matrix
synthetisiert und das Biofilmgeriist aufgebaut. IV. Die Streuung von Teilen des Biofilms und
Freisetzung von Bakterien stellt den letzten Schritt der Biofilm-Bildung dar. Freigesetzte Bakterien
gehen in den planktonischen Phénotyp iiber, um sich an einen neuen Ort der Anlagerung zu
bewegen.

2.3. Zusammensetzung und Struktur des Biofilms

Obwohl EPS in allen Biofilmen vorkommt, existieren doch erhebliche
Unterschiede in ihrer Zusammensetzung und im Zeitpunkt ihrer Synthese. So
konnen Biofilme von unterschiedlichen Bakterienspezies und sogar Biofilme
verschiedener Stdmme einer Spezies einer groBen Variabilitidt unterliegen.
Veranderungen der Umgebungsbedingungen wihrend der Biofilm-Bildung wirken

sich ebenfalls auf die Biofilm-Architektur aus (Branda ef al., 2005).

Bis zu 97 % der Biofilm-Matrix besteht aus Wasser, das zum einen in der Matrix
gebunden vorliegt und sich zum anderen als Transportmedium fiir Néhrstoffe,
Enzyme und Stoffwechselprodukte in interstitiellen Hohlrdumen befindet.
Lediglich 2-5 % des Biofilms bestehen aus mikrobiellen Zellen. Extrazelluldre
Polysaccharide und Proteine stellen die Schliisselkomponenten der extrazelluldren
Matrix dar und machen dabei zusammen einen Anteil von 2-4 % aus. Dazu kommen

extrazellulire DNA, RNA und Zelldetritus (< 1-2 %) (Sutherland, 2001).

Neben mikrobiell synthetisierten Matrix-Bestandteilen werden bei klinisch
relevanten Biofilmen auch Komponenten des Immunsystems und der Biofilm-

Umgebung in die Matrix aufgenommen. So werden bei dentalen Biofilmen Proteine
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aus dem Speichel gebunden und bei infektiosen Endokarditiden Blutbestandteile
wie Fibrin und Thrombozytenaggregate in den Biofilm integriert (Hall-Stoodley et
al., 2012). An Orten chronischer Entziindung mit einstromenden
Polymorphonuclear Leucocytes (Neutrophile Granulozyten, PMNs) kann
aulerdem DNA, die von lysierten PMNs stammt, als Bestandteil der
Biofilm-Matrix genutzt werden (Jakubovics et al., 2013).

2.3.1. Kohlenhydratreiche Polymere

Extrazelluldre Polysaccharide spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
Biofilm-Architektur (Branda et al., 2005). Ihre Fahigkeit, gro3e Mengen Wasser zu
binden, schiitzt Bakterien im Biofilm effektiv vor Austrocknung und gleicht
Feuchtigkeitsschwankungen in der Umgebung aus. Mutierte Bakterienstimme, die
die Fahigkeit zur EPS-Synthese verloren haben, sind nicht mehr in der Lage, stabile
Biofilme zu bilden — auch wenn die Anlagerung an Oberflachen und die Bildung

von Mikrokolonien weiterhin beobachtet werden kann (Sutherland, 2001).

Je nach Bakterienstamm werden verschiedene Typen von Polysacchariden
produziert, die jeweils auch starke Auswirkungen auf die Virulenz des Erregers

haben konnen (Branda et al., 2005).
Pseudomonas aeruginosa

Bei der Erforschung von P.-aeruginosa-Biofilmen ging man viele Jahre davon aus,
dass das Polysaccharid Alginat den Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix
ausmacht. Grundlage fiir diese Annahme war das hiufige Verwenden von
mukoiden Stimmen aus Mukoviszidose-Patienten, deren Uberproduktion von
Alginat maligeblich fiir die Mukoiditit und den Krankheitsverlauf bei
Mukoviszidose verantwortlich ist (Deretic et al., 1990). Nicht-mukoide Stdmme
von P. aeruginosa, die ebenfalls Biofilm bildeten, wiesen dagegen wenig bis kein
Alginat in der EPS auf. Stattdessen wurden die Polymere Pel und Psl nachgewiesen,

die ebenfalls bedeutend an der Biofilmstruktur beteiligt sind (Wozniak et al., 2003).

Die Uberproduktion des kapsulidren Polysaccharids Alginat fiihrt zu
morphologischen Verdanderungen im Biofilm, die fiir eine erhohte Antibiotika-
Resistenz und eine erhohte Resistenz gegeniiber Abwehrmechanismen des

angeborenen Immunsystems verantwortlich sind (Ryder ef al., 2007).
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Psl, ein mannose- und galaktosereiches Polysaccharid, das bei Studien mit dem
nicht-mukoiden P.-aeruginosa-Stamm PAOI1 entdeckt wurde, wird fiir
Wechselwirkungen zwischen Zellen und Oberflichen und zwischen Zellen
untereinander bendtigt. Auch fiir die Erhaltung der Struktur des Biofilms nach
Anhaftung ist Psl eine wichtige Komponente. So wird davon ausgegangen, dass Psl
als Gertist dient, das Zellen im Biofilm in der Matrix zusammenhélt (Ma et al.,

2006).

Fiir die Biofilm-Bildung an Grenzflichen zwischen Fliissigkeit und Luft (sog.
Pellikel) benétigt P. aeruginosa ein weiteres Polysaccharid: das glukosereiche
Polysaccharid Pel. Studien mit mutierten PA14 Stimmen ohne die Fahigkeit zur
Pel Produktion ergaben, dass zwar die Initiation der Biofilm-Bildung gleichblieb,
die Morphologie der Kolonien sich aber verdnderte (Ryder ef al., 2007).

Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis

Ein wichtiges Polysaccharid in Biofilmen von S. epidermidis und S. aureus ist das
Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA), auch Poly-N-Acetylglucosamin
(PNAG) genannt. PTA wird bei Aktivierung des ica-Operons synthetisiert, dient als
Adhésin und wird fiir die Anhaftung an Oberflichen benétigt (Branda et al., 2005).
Das Vorhandensein von PIA ist entscheidend fiir die Féhigkeit zur Biofilm-Bildung
und dadurch fiir die Virulenz des Erregers verantwortlich: bei Versuchen an
Maiusemodellen mit einem S.-epidermidis-Wildtyp und mutiertem S. epidermidis
(ohne die Fahigkeit, PIA zu synthetisieren) konnten signifikante Unterschiede in
der Virulenz des Erregers nachgewiesen werden. So traten ohne die Produktion von
PIA nur 14 % statt 71 % Implantat-assoziierte Infektionen bei zentralen
Venenverweilkathetern auf. Ahnliches konnte bei Versuchen mit Staphylococcus
carnosus (S. carnosus) Stimmen beobachtet werden: Klone von nicht-Biofilm-
bildenden S.-carnosus-Stimmen waren nach dem Transfer von intercellular-
adhesion-Genen zur Produktion von PIA und damit zur Biofilm-Bildung fahig

(Gotz, 2002).

PIA-édhnliche Polysaccharide wurden auch bei gramnegativen Bakterienspezies wie
E. coli gefunden. Die Bedeutung fiir die Fahigkeit zur Biofilm-Bildung konnte hier

ebenfalls nachgewiesen werden (Wang et al., 2004).

Des Weiteren spielen Teichonsduren eine grof3e Rolle in der Biofilm-Bildung von

Staphylokokken. Als Hauptbestandteil der Zelloberfliche grampositiver Bakterien
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interagieren sie mit anderen Oberflachenpolymeren und dienen als Gertist fiir die

Anhaftung von Proteinen (Sadovskaya et al., 2005).

2.3.2.  Proteine

Zu den proteinartigen  Bestandteilen der  Biofilm-Matrix  z&hlen
Oberflachenadhésine, Proteinuntereinheiten von Flagellen und Fimbrien,
sezernierte extrazelluldre Proteine sowie Proteine in AuBenmembranvesikeln.
Zelloberflachenproteine, Flagellen und Fimbrien tragen zur initialen Anlagerung an
Oberflachen bei und ermdglichen damit die Kolonisation von Oberfldchen. Proteine
mit enzymatischen Fdhigkeiten sind in der Lage, andere Matrixkomponenten zu
spalten und damit die Biofilmstruktur zu verdndern. So kann es zur Reorganisation
des Biofilms oder zum Matrixabbau und zur Biofilmstreuung kommen (Fong &

Yildiz, 2015).
Pseudomonas aeruginosa

Bislang sind drei biofilmrelevante Matrixproteine bei P.-aeruginosa-Stimmen
bekannt: die Lektine LecA und LecB sowie das Psl-bindende Matrixprotein CdrA
(Cyclic diguanylate-regulated two-partner secretion partner A) (Fong & Yildiz,
2015).

LecA wird fiir die Biofilm-Bildung auf Polystyrol- und Edelstahloberfldchen
bendtigt. Durch Studien  mit  /ecA-mutierten Stammen, deren
Oberflichenanlagerung reduziert war und LecA-iiberproduzierenden Stimmen mit
gesteigerter Biofilm-Bildung konnte diese These bestitigt werden (Diggle et al.,
2006).

LecB ist an der Biofilm-Bildung an Glasoberfldchen beteiligt. Ein /ecB-mutierter
Stamm formierte einen diinneren Biofilm mit reduzierter Oberflaichenabdeckung im

Vergleich zum Wildtyp (Tielker et al., 2005).

CdrA ist zusammen mit CdrB Teil eines two-partner-secretion-Systems: CdrA
wird bei Aktivierung des cdrAB-Operons iiber die dullere Membranpore CdrB
durch die Zelloberfliche geschleust. CdrA bindet im Biofilm iiblicherweise an das
Polysaccharid Psl, fordert dadurch den Zusammenhalt im Biofilm und schiitzt sich
vor der Spaltung durch Proteasen in entziindlichem Gewebe. Doch auch bei
Abwesenheit von Psl und anderen EPS kann der Zellzusammenhalt im Biofilm

durch CdrA-CdrA-Bindungen aufrechterhalten werden — eine niitzliche
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Anpassungsmoglichkeit an sich verdndernde Umweltbedingungen. CdrA-
defiziente Bakterienstimme sind zwar zur Biofilm-Bildung in der Lage, dieser
entspricht dann jedoch lockeren Ansammlungen von Bakterienzellen mit méBiger

Integritdt (Reichhardt ef al., 2018).
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis

Staphylokokken konnen sowohl auf abiotischen als auch auf biotischen
Oberflachen Biofilme bilden. Je nach Art der Oberfliche werden unterschiedliche
Proteine fiir die erste Anlagerung benétigt. Die Anlagerung an Plastik- oder
Metalloberflichen von beispielsweise medizinischen Implantaten erfolgt tiber das
Aap-Protein (accumulation-associated protein, S. epidermidis) (siche Abbildung 2)
bzw. das SasG-Protein (S.aureus surface protein G), wiahrend die Anlagerung an
lebendem Gewebe oder an Oberflichen mit Plasmakomponenten (Fibronektin,
Fibrinogen, Vitronektin) durch sogenannte CWA-Proteine (cell wall anchored)
mediiert wird. Zu der Familie der CWA-Proteine gehoren MSCRAMMSs (microbial
surface component recognizing adhesive matrix molecules) (siche Abbildung 2),
NEAT (near iron transporter) -Proteine zur Hambindung in eisenlimitierter
Umgebung, das SraP (serine-rich adhesin for platelets) -Protein zur Bindung an
Thrombozyten und das S.-aureus-spezifische Protein A. Welche dieser Proteine auf
der Bakterienoberfliche exprimiert werden, ist fiir jeden Stamm verschieden und
wird auch durch Umgebungsbedingungen beeinflusst. S. aureus ist in der Lage, bis

zu 24 verschiedene CWA-Proteine zu exprimieren (Speziale et al., 2014).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Biofilm-Bildung von Staphylokokken, mediiert
durch CWA-Proteine

Staphylokokken konnen an Fremdoberflichen (grau) und Oberflichen mit angelagerten
Plasmakomponenten (pink) binden. Die Aap-A-Doméne (rot) vermittelt die Bindung an
Fremdoberfliachen (A). Die Bindung an Oberflichen mit angelagerten Plasmakomponenten wird
durch MSCRAMMs vermittelt (B). Die interzelluldre Akkumulation wird durch die Aap/SasG-B-
Doméne gefordert (C). Alternativ konnen Wechselwirkungen zwischen MSCRAMMs die
interzelluldre Akkumulation vermitteln (D) (Speziale et al., 2014).

Welche Proteine fiir die Biofilm-Bildung von Staphylokokken essentiell sind, ist
Gegenstand aktueller Forschung. Bei einigen CWA-Proteinen ist die Rolle in der

Biofilm-Bildung jedoch bereits bekannt:

e Aap und SasG fordern sowohl die erste Anhaftung von Zellen an eine
Oberfléache als auch die Akkumulationsphase in der Biofilm-Bildung (sieche
Abbildung 2). Im Rattenmodell war die Besiedelung von implantierten
Kathetern durch Aap-defiziente Mutanten von S. epidermidis im Vergleich
zum Wildtyp reduziert (Speziale et al., 2014, Schaeffer et al., 2015).
Insbesondere bei PIA-negativen S.-epidermidis-Stimmen wird die
interzelluldre Verbindung durch Aap-Fibrillen auf der Zelloberfliche
gewidhrleistet, sodass auch ohne PIA die Bildung von Biofilm moglich ist
(Rohde et al., 2005).

o FnBPs (fibronektin binding proteins), SdrC (Serine-aspartate repeat-
containing protein C) und CIfB (Clumping factor B), alle drei Teil der
MSCRAMM-Gruppe, fordern die  Biofilm-Akkumulation.  Die
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Genexpression von CIfB und FnBPA ist wihrend des Biofilm-Wachstums
gesteigert (Resch et al., 2005). Bei in-vivo-Versuchen mit FcBP (Fc-binding
protein) -defizienten Mutanten war eine Besiedelung von implantierten
Kathetern deutlich vermindert (Vergara-Irigaray et al., 2009).

e Bap (biofilm-associated protein) von S. aureus fordert die Biofilm-Bildung
bei Staphylokokken-Stimmen, die aus Milchdriisen von Wiederkduern mit
Mastitis isoliert wurden (Cucarella et al., 2001).

e Die Uberproduktion von Protein A durch S. aureus ist fiir bakterielle
Anlagerung und Biofilm-Bildung verantwortlich. Diese durch Protein A
mediierte Biofilm-Bildung konnte durch Zugabe von Antikorpern gegen

Protein A verhindert werden (Merino et al., 2009).

2.3.3.  Extrazellulire DNA

Extrazellulire DNA (eDNA) in der Biofilm-Matrix hat in den letzten Jahren — vor
allem in Bezug auf mogliche Therapieansitze von Biofilm-assoziierten Infektionen
— einen hohen Stellenwert erlangt. So fanden Whitchurch et al. 2002 heraus, dass
durch Zugabe von DNAse I die Bildung von Biofilm bei P. aeruginosa gehemmt
sowie ,,junger®, schon bestehender Biofilm zerstért werden konnte (Whitchurch et

al., 2002).

eDNA in der Biofilm-Matrix kann sowohl exogenen als auch endogenen Ursprungs
sein. Exogene eDNA wird durch lysierte PMNs an Infektionsherden freigesetzt und
in die Biofilm-Matrix aufgenommen, wéhrend endogene eDNA von den

Bakterienzellen selbst stammt (Jakubovics et al., 2013).

Endogene eDNA wird durch Zelllyse entlassen, die in Bakterienpopulationen
entweder durch Quorum Sensing (QS) oder durch QS-unabhidngige Mechanismen
gesteuert wird, sodass ein Teil der Bakterienzellen wihrend der exponentiellen

Wachstumsphase und der frithen stationiren Phase abstirbt.

QS-unabhingige Mechanismen sorgen bei P. aeruginosa fiir ein basales Level an
eDNA-Freisetzung (z. B. Prophagen-induziert), QS-abhingige Mechanismen
fithren zeitweise zu vermehrter Zelllyse und dadurch erhohter eDNA-Freisetzung.
Die QS-Molekiile Acylierte Homoserin-Laktone (AHLs) und das Pseudomonas
Quinolon Signal (PQS) kontrollieren dabei die Produktion von Zelllyse-Faktoren

wie Prophagen und Phenazin.



I11. Ergebnisse 16

Grampositive Bakterien steuern ihre eDNA-Freisetzung durch Autolysine, die im
Zuge von QS ausgeschiittet werden (Das et al., 2013). Das Autolysin AtIE von S.
epidermidis induziert dabei die Lyse eines Teils der Bakterienpopulation, wodurch
eDNA ausgeschiittet und die liberlebende Population zur Anhaftung an Oberfldchen
und Biofilm-Bildung angeregt wird. Wie Qin und Mitarbeiter herausfanden, scheint
eDNA dabei vornehmlich an der initialen Anhaftung und der Zell-Zell-Verbindung
wihrend der Akkumulationsphase beteiligt zu sein. Ausgereifte Biofilme konnten

durch die Zugabe von DNAse I nicht mehr beeinflusst werden (Qin et al., 2007).

Bei S. aureus wird die Zelllyse durch cid- und /rg-Operone kontrolliert, deren
Produkte als Holine und Antiholine fungieren und so — analog zu Bakteriophagen-
mediierter Zelllyse — den programmierten Zelltod in einer Population regulieren.
cidA-Aktivierung flihrt dabei zu einer erhohten Zelllyse und dem Freisetzen von
eDNA wihrend der Entstehung von Biofilm, wéhrend /rgA-Aktivierung dieser
entgegenwirkt. Sowohl Mutationen im cidA4- als auch im /rgA-Operon fiihren zu
verdnderter Biofilm-Reifung. Demnach ist eine ausgewogene Expression dieser
Gene fiir die Entwicklung von S.-aureus-Biofilmen entscheidend (Mann et al.,

2009).

Wihrend der ersten Phase der Anhaftung von Bakterienzellen an Oberfldchen
spielen Lifshitz-Van-der-Waals-Kréifte (anziehend) und Wechselwirkungen
zwischen der negativ geladenen Zelloberfliche und der groftenteils negativ
geladenen Substratoberfldche (abstofend) die entscheidende Rolle. In der zweiten
Phase werden spezifischere Interaktionen ausgebildet, wie beispielsweise durch
Ligand- und Rezeptormolekiile oder produzierte Polymere, wodurch die Kraft der
Anhaftung mit der Zeit steigt (Okshevsky & Meyer, 2015). eDNA bildet auf der
Zelloberfldche schleifenartige Strukturen, die weit genug iiber die Oberfliche
hinausragen, um die sich abstoBenden Kréfte in der ersten Phase zu iiberbriicken
(siche Abbildung 3). Wihrend der zweiten Phase werden stabile Bindungen
zwischen sauren Elektronenakzeptor-Regionen und basischen Elektronendonator-

Regionen gebildet (Das ef al., 2011).
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Abbildung 3: eDNA-vermittelte Anhaftung an eine Oberfliche

I. eDNA bildet auf der Zelloberfliche schleifenartige Strukturen (1), die wéhrend der ersten Phase
der Anhaftung den Abstand zwischen den negativ geladenen Oberflachen {iberbriicken. II. Wéhrend
der zweiten Phase kommt es zu stabilen Bindungen zwischen Zelloberfldche und Substrat (2). Dabei
kénnen z. B. Rezeptor-Ligand-Bindungen oder Elektronendonator- und Elektronenakzeptor-
Bindungen ausgebildet werden.

Der Virulenzfaktor Beta-Toxin von S. aureus ist eine neutrale Sphingomyelinase,
die in Anwesenheit von eDNA in S.-aureus-Populationen Oligomere bildet und mit
einer ausgeprigten Biofilm-Bildung einhergeht. Die miteinander vernetzten Beta-
Toxin-Molekiile bilden dabei das skelettartige Geriist des entstehenden Biofilms.
In vitro Versuche mit S.-aureus-Stimmen zeigten, dass durch das Abschalten des
fiir die Produktion von Beta-Toxin verantwortlichen Gens 4/b die Féahigkeit zur
Biofilm-Bildung deutlich gestort wurde. Im Vergleich zu den dicht gepackten
Zellkonglomeraten bei Alb*-Stimmen zeigten hlb-Stamme lediglich kleine
Gruppen zerstreuter Kolonien. Huseby ef al. nannten diese eDNA-abhingige

Oligomerisation von Beta-Toxin ,,Biofilm-Ligase-Aktivitit* (Huseby et al., 2010).

Ein weiteres eDNA-bindendes Protein ist der Integration Host Factor (IHF) von
zahlreichen gramnegativen Bakterien (unter anderem P. aeruginosa). Dieser tragt
zur Vernetzung von eDNA-Molekiilen und damit zur Etablierung einer stabilen
Biofilm-Matrix bei. Biofilme von Haemophilus influenzae und Burkholderia
cenocepacia konnten durch anti-IHF-Serum teilweise aufgelost werden. Hierdurch
wurde eine Alternative zur Behandlung mit DNAse I geschaffen, die im Gegensatz
zu DNAse I auch ausgereifte Biofilme beeinflusste. Goodman et al. zeigten, dass
die Immunisierung gegen IHF in vivo Biofilm-assoziierte Infektionen in

Tierversuchen auflosen konnte (Goodman et al., 2011, Okshevsky et al., 2015).

Bakterien im Biofilm sind im Vergleich zu ihrer planktonischen Lebensform
deutlich schlechter durch Antibiotika angreifbar (Costerton et al., 1999). eDNA
kann durch ihre negative Ladung kationische Antibiotika (z. B. Aminoglykoside)
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binden und die Bakterienzellen durch diese Chelatbindung schiitzen (Chiang ef al.,

2013).

Ein weiterer Mechanismus, der zur Resistenz gegeniiber Antibiotika in Biofilmen
beitrigt, ist der Horizontal Gene Transfer (HGT). Ausgeschiittete eDNA ist Teil
eines dynamischen Genpools, durch den Mutationen in der Virulenz und Gene zur
Antibiotikaresistenz in der Population verbreitet werden konnen. Durch die
Fahigkeit zur Aufnahme exogener DNA, sog. ,, Competence “, wird eDNA in die
genomische DNA aufgenommen und vermehrt (Montanaro ef al., 2011). Biofilme
bieten mit ihrer hohen Zelldichte und der Akkumulation von eDNA die idealen
Bedingungen fiir HGT (Nagler et al., 2018).

24. Biofilm-assoziierte Infektionen

Biofilm-assoziierte Infektionen stellen durch ihre Persistenz und eingeschrinkte
Therapierbarkeit eine besondere Herausforderung an die Medizin dar. Sie sind
daher in den letzten Jahrzehnten in den Fokus medizinischer Forschung geriickt.
Der Grofteil der bakteriellen Infektionen werden mit Biofilm-Bildung in
Zusammenhang gebracht — laut den National Institutes of Health betrifft das 80 %
der bakteriellen Infektionen in der Humanmedizin (Joo & Otto, 2012). Durch das
Leben im Biofilm sind Bakterien sowohl vor antibiotischer Behandlung als auch

vor der Abwehr durch das Immunsystem geschiitzt (Costerton et al., 1999).

Klinische Biofilm-assoziierte Infektionen sind auch in ihrer Diagnostik
anspruchsvoller als akute, nicht-Biofilm-assoziierte Infektionen. Haufig sind die
Infektionserreger nicht bekannt und deren Kultivierung erweist sich als
problematisch. Aulerdem miissen pathologisch signifikante Biofilm-assoziierte
Infektionen  von  mikrobieller = Kolonisation  durch  nicht-pathogene

Mikroorganismen unterschieden werden (Hall-Stoodley et al., 2012).

Biofilme verursachen typischerweise chronische Infektionen, die trotz scheinbar
addquater Antibiotika-Therapie und Abwehrmechanismen des Immunsystems
persistieren. Sie werden durch eine persistente und progressive Pathologie
charakterisiert, die vor allem durch die Entziindungsreaktion in der Umgebung des
Biofilms unterhalten wird. Die persistierende lokale Entziindung ist das einzige
gemeinsame Merkmal von verschiedensten Biofilm-assoziierten Infektionen,
wihrend weitere Symptome von der jeweiligen Lokalisation und Organfunktion

abhingen (Hoiby et al., 2010, Hoiby et al., 2015).
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Im Folgenden werden drei klassische Biofilm-assoziierte Infektionen der
Humanmedizin beschrieben: Mukoviszidose, chronische Wundinfektionen und
Parodontitis. AnschlieBend werden typische Merkmale Biofilm-assoziierter
Infektionen analysiert, insbesondere in Bezug auf Mechanismen zur Antibiotika-

Resistenz und auf Wechselwirkungen mit dem Immunsystem.

2.4.1. Biofilm-assoziierte Infektionen in der Humanmedizin

2.4.1.1. Mukoviszidose

Mukoviszidose (engl. Cystic Fibrosis, CF) ist die hiufigste letale Erbkrankheit der
europdischen Bevolkerung (Koch, 2002). Sie ist eine monogene, autosomal
rezessiv vererbbare Erkrankung mehrerer Organsysteme mit einer weltweiten
Inzidenz von 1:32.000 bis 1:2.000. Der der Mukoviszidose zugrunde liegende
Gendefekt betrifft das Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) -Gen (Gibson et al., 2003). Durch den CFTR-Defekt kommt es zu einer
Abnahme der epithelialen Chlorid-Sekretion und zu einer Zunahme der Natrium-
Absorption. In der Lunge fiihrt das zur Produktion von dehydriertem, zdhem
Schleim, der nur sehr schwer aus den Atemwegen zu entfernen ist (Donaldson &
Boucher, 2003). Die mukozilidre Clearance ist gestort, sodass entziindliche
Abwehrmechanismen aktiviert werden. Klinische Symptome werden ausgeldst und
chronische, rezidivierende bakterielle Lungenentziindungen entstehen (Gibson et

al., 2003).

CF-Infektionen konnen in zwei Stadien unterteilt werden, die sich klinisch
unterscheiden. Im ersten Stadium entwickeln Patienten intermittierende
Atemwegserkrankungen, die einer Bronchitis dhneln. Hiufig sind Infektionen mit
S. aureus, H. influenzae und P. aeruginosa daran beteiligt (Rajan & Saiman, 2002).
Zwischen diesen Infektionen sind die Atemwege frei von mikrobieller Besiedelung
und der Patient frei von respiratorischen Symptomen. Im zweiten Stadium leidet
der Patient unter einer permanenten Infektion mit P. aeruginosa, die zu Beginn den
vorangegangenen Entziindungsschiiben &hnelt, durch das Immunsystem und
antibiotische Behandlung jedoch nicht eliminiert werden kann (Pedersen, 1992).
Stattdessen filihrt die chronische Entziindung mit der Zeit zu irreversibler
Schédigung des Lungengewebes und Abnahme der Lungenfunktion, die schlieBlich

im Lungenversagen endet (Bjarnsholt ef al., 2009).
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Der Ubergang zur permanenten Infektion wird mit dem Auftreten des mukoiden
Phénotyps von P. aeruginosa in Zusammenhang gebracht (Pedersen, 1992). Hohe
Level an oxidativem Stress, der durch Aktivierung einstromender PMNs
aufrechterhalten wird, fithren zu dieser spezifischen Mutation in der Lunge von CF-

Patienten (Mathee ef al., 1999).

Sowohl nicht-mukoide als auch mukoide Stimme von P. aeruginosa sind in der
Lage, Biofilme zu bilden. Mukoide Stimme zeigen dabei jedoch eine
Uberproduktion des Matrix-Bestandteils Alginat, woraufhin der Biofilm stabiler
und widerstandsféhiger gegeniiber Antibiotika und dem Immunsystem ist (Hentzer
et al., 2001). Alginat stimuliert als potentes Antigen eine massive IgG- und IgA-
Antikorperproduktion, die eine Immunkomplex-mediierte Entziindung des
umliegenden Gewebes auslost und das Lungengewebe nachhaltig schadigt

(Bjarnsholt et al., 2009).

P.-aeruginosa-Biofilme bilden sich vorwiegend in Form von Zellaggregaten
innerhalb des Mukus. Dabei haften sie nicht am Oberfldchenepithel an (Worlitzsch
et al., 2002). Durch Computertomographie konnte gezeigt werden, dass es sich bei
der chronischen P.-aeruginosa-Infektion um eine fokale Infektion handelt, bei der
neben irreversibel zerstorten Lungenbereichen auch gesunde Bereiche vorkommen
(Meyer & Sharma, 1997, de Jong et al, 2004). Die graduelle Abnahme der
Lungenfunktion wird der Akkumulation dieser fokalen Infektionen zugeschrieben,
die durch fokale, immunmediierte Zerstérung des respiratorischen Gewebes den
Anteil an funktionellen Lungenalveolen mit der Zeit reduziert (Bjarnsholt et al.,

2009).

Es werden drei Kriterien zur Diagnostik von P.-aeruginosa-Biofilm-assoziierten
Infektionen bei CF-Patienten beschrieben. Das erste Kriterium stellt die
kontinuierliche Isolation von P. aeruginosa aus Sputum von CF-Patienten iiber
mindestens sechs Monate dar. Zweites und drittes Kriterium sind die Feststellung
des Alginat-produzierenden, mukoiden Phénotyps und der Anstieg der Antikorper
gegen P. aeruginosa im Blut (Pressler et al., 2006, Proesmans et al., 2006).

Das Management von CF-Patienten setzt sich aus Langzeit-Therapien mit
Antibiotika, mukolytischen Therapien und Strategien zur Hydratation der
Atemwege zusammen (Smith et al., 2017). Die Ansprechbarkeit auf Antibiotika

héngt hier — besonders bei P.-aeruginosa-Infektionen — bedeutend vom Fortschritt
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der Infektion ab. Werden Mikroorganismen bei noch asymptomatischen Patienten
isoliert, kann die frithzeitige antibiotische Therapie mit groBerer
Wahrscheinlichkeit zur Elimination der Infektion fithren (Stuart et al., 2010). Die
bronchoalveoldre Lavage stellt hierfiir den Goldstandard dar. Bei chronischer P.-
aeruginosa-Infektion ist lediglich eine suppressive Therapie mit Antibiotika
moglich. Dabei erfolgt die Anwendung oral, intravends oder durch Inhalation

(Smith et al., 2017).

Die Entstehung von Antibiotikaresistenzen durch anhaltende, suppressive
Antibiotika-Therapie trdgt im Laufe der Zeit zu einer schlechter werdenden
Prognose bei (Lechtzin et al, 2006). Auch nephrotoxische und ototoxische
Nebenwirkungen von Aminoglykosiden, Schiddigungen des physiologischen
Mikrobioms und allergische Reaktionen stellen eine Belastung fiir die Patienten dar
(Burrows et al., 2003). Dennoch hat sich die Langzeit-Anwendung von Antibiotika
fiir die Steigerung der Lebenserwartung von CF-Patienten als essentiell erwiesen

(Smith et al., 2017).

MaBnahmen zur Unterstiitzung der mukozilidren Clearance werden auflerdem
empfohlen, um die Abnahme der Lungenfunktion zu reduzieren (Conway et al.,
2014). DNAse, hypertone Kochsalzlosung und die Inhalation von Mannitol werden
dafiir eingesetzt (Fuchs et al., 1994, Elkins et al., 2006, Bilton ef al., 2013). Auch
die entziindungshemmende Therapie mit Ibuprofen ist besonders in den USA weit

verbreitet (Smith ez al., 2017).

Des Weiteren wird an Anti-Biofilm-Strategien geforscht. Stickstoffmonoxid hat
sich als effektives Mittel gegen bestehende P.-aeruginosa-Biofilme gezeigt, indem
es die Auflockerung von Biofilm bewirkt und dadurch die Empfindlichkeit
gegeniiber Antibiotika erhoht (Barraud et al., 2006). Auch der Einsatz von QS-
Inhibitoren (z. B. Furanone) erwies sich als sinnvoll, um die Biofilm-Bildung zu
reduzieren. Weitere Biofilm-spezifische Therapieansétze werden in Kapitel 2.4.3.4

beschrieben.

2.4.1.2. Wundinfektionen

Chronische, nicht heilende Wunden werden meist mit bakterieller Besiedelung und
Biofilm-Bildung in Verbindung gebracht. James et al. postulierten nach einer
prospektiven Studie, dass 60 % der chronischen Wunden Biofilme enthielten,

wihrend nur 6 % der akuten Wunden betroffen waren (James et al., 2008). Percival
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et al. vermuteten 2012 sogar, dass alle chronischen Wunden mit Biofilmen besiedelt
seien (Percival et al., 2012). Die World Union of Wound Healing Societies
(WUWHS) verdffentlichte 2016 eine Stellungnahme zum Management von
Biofilmen. Wihrend Studien meist in 60-100 % der chronischen Wunden eine
Beteiligung von Biofilm nachweisen, geht die WUWHS davon aus, dass die wahre
Pravalenz von Biofilm in chronischen Wunden nahezu 100 % erreicht (Malone et

al., 2016).

Die physiologische Wundheilung beinhaltet Phasen der Koagulation, Entziindung,
Zellproliferation und des Gewebeumbaus, woraufhin es zu einem schnellen

VerschlieBen der Wunde innerhalb von 3-14 Tagen kommt (Davis et al., 2008).

Eine nicht-heilende oder chronische Wunde zeigt keine Verbesserung nach vier
Wochen oder heilt nicht innerhalb von acht Wochen (Mustoe et al., 2006).
Freiliegendes Unterhautgewebe bietet ein feuchtes, nédhrstoffreiches Milieu und
eine Temperatur, die ideale Bedingungen fiir die mikrobielle Besiedelung liefert
(Percival, 2017). Zu den am hiufigsten aus infizierten Wunden isolierten
Bakterienstimmen zéhlen S. aureus, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, E. coli und

Corynebacteriaceae (Bessa et al., 2015).

Nach primérer Kontamination der Wunde ist das gut funktionierende Immunsystem
in der Lage, die Bakterien durch eine addquate Entziindungsreaktion zu bekdmpfen
(Woods et al., 2010). Gelingt das jedoch nicht, kommt es zur mikrobiellen
Anhaftung und Kolonisation. In dieser Phase wird durch die eingeschrinkte
Proliferationsrate keine Immunantwort ausgeldst und die Wundheilung zunéchst
nicht beeinflusst (Percival, 2017). Anhaftende Bakterien bilden daraufhin einen
Biofilm, wodurch meist eine stille Entziindung mit subklinischen Symptomen
ausgelost wird. Diese Phase wird als subklinische Infektion oder kritische
Kolonisation bezeichnet (Percival & Cutting, 2010). Wéhrend der Biofilm weiter
aufgebaut wird, steigt die Freisetzung von Exotoxinen, QS-Molekiilen und eDNA.
Diese Antigene aktivieren das Immunsystem und es kommt zu vermehrter

Gewebeschadigung und verzogerter Heilung (Percival ef al., 2012).

Die meisten chronischen Wunden sind von mehreren Bakterienspezies betroffen,
die synergistisch zusammenwirken. Dadurch kénnen Bakterienspezies, die als
nicht-virulente Hautbewohner eigentlich die Kolonisation von pathogenen

Bakterien verhindern, selbst eine Virulenz entwickeln und den Wirt schidigen
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(Dow et al, 1999). Haufig sind grampositive, aerobe Bakterien die ersten
Mikroorganismen, die eine Wunde besiedeln. Durch die bakterielle Vermehrung
und die beginnende Entziindungsreaktion verdndert sich die Mikroumgebung in der
Wunde, sodass die Manifestation und Proliferation von weiteren grampositiven,
gramnegativen und anaeroben Bakterien, Hefen und Pilzen moglich gemacht wird.
Anaerobier werden durch routineméfBige Untersuchungen von Wunden meist nicht
entdeckt, spielen aber eine nachgewiesene Rolle bei Wundinfektionen und in der

Verzogerung der Wundheilung (Percival, 2017).

Chronische Wunden zeigen hiufig Anteile an nekrotischem Gewebe, das fest im
Wundbett verankert ist und die Wundheilung negativ beeinflussen soll (Stadelmann
et al., 1998). Die Bildung von nekrotischem Gewebe wird mit erhohten,
proinflammatorischen Zytokin-Levels und mit einer hohen Anzahl an
infiltrierenden PMNSs in Zusammenhang gebracht (Lu ez al., 2002). Die libermdfige
Bildung von gelblichen Beldgen im Wundbett ist ein weiteres Merkmal, das hiufig
mit chronischen Wunden assoziiert wird. Diese Beldge haften locker am
Wundgewebe und bestehen aus Fibrin, Eiter, Leukozyten, abgestorbenen Zellen,
Mikroorganismen und Proteinen — im Wesentlichen Abfallprodukte der
immunmediierten Beseitigung von Zelldebris und Mikroorganismen. Die
persistierende Entziindung in chronischen Wunden fiihrt zu einer Uberproduktion
von Beldgen, die als pathophysiologische Konsequenz erkennbar wird (Percival &

Suleman, 2015).

Es wird davon ausgegangen, dass nekrotisches Gewebe und fibrinhaltige Belédge als
biologische Oberfldchen fiir die Anhaftung von Bakterien und die Bildung von
Biofilmen dienen. Gleichzeitig stellen sie ein Reservoir fiir Mikroorganismen und
Biofilme dar, die die Vermehrung und Verbreitung auf weitere, bisher nicht-
kolonisierte Oberflaichen erleichtern (Percival, 2017). Die daraus resultierende,
iiberschiefende Immunantwort fiihrt zu weiterer Produktion von Belédgen. Percival
et al. vermuten, dass diese Beldge nicht nur Mikroorganismen beherbergen und
deren Biofilm-Bildung erleichtern, sondern selbst einen makroskopisch sichtbaren

Biofilm darstellen (Percival & Suleman, 2015).

Der genaue Mechanismus, durch den Biofilme den Heilungsprozess von Wunden
beeintrichtigen, ist nicht genau bekannt. Bisherige Forschung deutet darauf hin,
dass Wunden in einem Entziindungszustand gehalten werden, der die

physiologische Wundheilung unmdglich macht. P. aeruginosa wird zusammen mit
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S. aureus am haufigsten aus chronischen Wunden isoliert (Malone et al., 2016). Die
Fahigkeit von P. aeruginosa, durch die Sekretion von Rhamnolipid PMNs zu
eliminieren, schmilert die Immunantwort gegeniiber P. aeruginosa wesentlich
(Jensen et al., 2007). Durch die Zelllyse der PMNs werden lokal proteolytische
Enzyme freigesetzt, die eine proinflammatorische Wirkung haben und den
Einstrom von PMNs weiter fordern (Wolcott et al, 2008). Matrix-
Metalloproteinasen, Neutrophile Elastasen und Reaktive Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS) werden im Zuge der chronischen Entziindung
vermehrt freigesetzt und schadigen wirtseigene Proteine, die fiir die Wundheilung

essentiell sind (Mast & Schultz, 1996).

2.4.1.3. Parodontitis

Schon seit Beginn der mikrobiellen Forschung ist bekannt, dass Zahnbelag ein
Reservoir flir Mikroorganismen ist. In Studien {iber mikrobielle Biofilm-Bildung
auf der Zahnoberfliche konnten Costerton et al. erste Erkenntnisse iiber die
Physiologie des Biofilms und den sesshaften Lebensstil der Bakterien sammeln.
Wird das Gleichgewicht im Biofilm durch Verédnderung der Nahrstoffversorgung
oder der umgebenden Immunantwort gestort, kann sich der gesunde Plaque-Biofilm
in einen pathogenen Biofilm entwickeln. Dieser pathogene Biofilm auf der
Zahnoberfldche fithrt zu Zahnerkrankungen wie Karies und Parodontitis

(Seneviratne et al., 2011).

Der Begriff Parodontitis bezeichnet die bakterielle Infektion des Zahnhalteapparats
und umfasst ein weites Spektrum an chronischen Entziindungszustinden der
Gingiva, des Knochens und des Bandapparates zur Befestigung des Zahns in der
Alveole. Chronische Parodontitis entsteht aus unbehandelter Gingivitis und kann
durch den Riickgang von Gingiva, Knochensubstanz und ligamentiren Strukturen

zu frithzeitigem Zahnverlust fithren (Kinane et al., 2017).

Chronische Gingivitis und Parodontitis werden durch Mikroorganismen des
Zahnbelags ausgeldst und aufrechterhalten. Dieser Biofilm im Zahnbelag besteht
aus etwa 150 verschiedenen Bakterienspezies, die bei jedem Menschen
unterschiedlich zusammengesetzt sind. Wihrend bei gesunden Erwachsenen
grampositive Kokken und anaerobe, grampositive Stdbchen iiberwiegen, werden
von erkrankten Patienten hdufig gramnegative, anaerobe Bakterien und

Spirochaeten isoliert. Statt einzelner Pathogene stellt jedoch die Dysbiose des
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mikrobiellen Biofilms die pathogene Ursache dar, die fiir die Entstehung der
Parodontitis verantwortlich ist (Feres et al., 2016, Del Pozo, 2018).

Die Gewebeschiadigung wird durch die tiberschieBende Immunreaktion aufgrund
der anwesenden Mikroorganismen verursacht (Kinane et al., 2007). Es kommt zur
Infiltration von PMNs und Lymphozyten, die jedoch nicht in der Lage sind, den
chronisch persistierenden Biofilm zu eliminieren. Stattdessen fiihrt die massive
Immunantwort zur Resorption des alveoldren Knochens durch Osteoklasten, zur
Auflésung der ligamentiren Strukturen durch Matrix-Metalloproteinasen und zur
Bildung von Granulationsgewebe (Gemmell ef al., 1997, Benakanakere & Kinane,
2012, Sorsa et al., 2016). Diese pathophysiologische Situation hélt an, bis der Zahn
aus der Alveole gelost oder der Biofilm mitsamt dem Granulationsgewebe

therapeutisch entfernt wird (Kinane et al., 2017).

Die Ziele des Managements von Parodontitis sind die Kontrolle der Entziindung,
das Verhindern der progressiven Verschlechterung und die Erhaltung eines
funktionalen und schmerzfreien Gebisses. Dabei stellt die mechanische Entfernung
des Biofilms den ersten und wichtigsten Schritt dar. Bestehen im Anschluss
weiterhin Entziindungszustinde und eine aktive Erkrankung, sind zusitzliche
Therapiemethoden notig. Neben der chirurgischen Versorgung betroffener
Bereiche konnen Antibiotika und immunmodulierende Therapien nétig sein. Zur
Privention von rezidivierenden Erkrankungen ist auBerdem eine adéquate

Mundhygiene essentiell (Kinane et al., 2017).

2.4.2. Biofilm-assoziierte Infektionen in der Veterinirmedizin

Obwohl die Forschung iiber Biofilm-assoziierte Infektionen in der
Veterindrmedizin bisher deutlich weniger intensiv betrieben wurde als in der
Humanmedizin, ist davon auszugehen, dass Biofilme in einem dhnlichen Ausmalf}
bei bakteriellen Infektionen vorkommen. Die Beteiligung von Biofilm wird unter
anderem bei Mastitiden, Wundinfektionen, Endometritiden und Pneumonien

vermutet (Clutterbuck et al., 2007, Ferris et al., 2016).

Cochrane et al. untersuchten chronische Wunden bei Pferden und konnten bei der
Mehrzahl der analysierten Wunden bakterielle Aggregate in den Bioptaten
feststellen. Die Bakterien waren in einer polymeren Matrix eingebettet und zeigten
deutliche Merkmale eines Biofilms (Cochrane et al., 2009). Auch Westgate et al.

kamen bei der Untersuchung chronischer Wunden bei Pferden auf dieses Ergebnis.
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Sie konnten aulerdem nachweisen, dass Bakterien, die aus chronischen Wunden
isoliert wurden, ein hoheres Potenzial zur Biofilm-Bildung aufwiesen als

entsprechende Isolate der Hautflora (Westgate et al., 2011).

Die bovine Mastitis, eine der relevantesten Erkrankungen der Rinder mit weltweit
hoher Inzidenz, stellt durch ihren hiufig persistierenden Krankheitsverlauf eine
besondere Herausforderung an die Veterindrmedizin dar. Infektiose Mastitiden
werden in der Regel durch die Infektion mit S. aureus, Streptococci und E. coli
ausgelost — Bakterienspezies, deren Fahigkeit zur Biofilm-Bildung unumstritten ist
(Gomes et al., 2016). Die bovine Mastitis dhnelt in ihrer Pathogenese den
infektiosen Erkrankungen in der Humanmedizin, die mit Biofilm-Bildung in
Zusammenhang gebracht werden (Melchior et al., 2006). Auch wenn es bisher
keine in-vivo-Studien zur Biofilm-Bildung im bovinen Euter gibt, lassen in-vitro-
Studien mit Mastitis-Pathogenen diese stark vermuten (Melchior et al., 2006).
Subinhibitorische Konzentrationen von Enrofloxacin, ein hdufig bei klinischer
Mastitis eingesetztes Antibiotikum, konnten bei Mastitis-E.coli-Isolaten die
Biofilm-Bildung fordern. Costa ef al. schrieben das Wiederauftreten der
Erkrankung der Entstehung von Biofilm zu (Costa ef al., 2012). Die Persistenz der
Mikroorganismen trotz antibiotischer Behandlung unterstiitzt diese Hypothese
zusitzlich (Melchior et al, 2006). Auch Milanov et al. fithren das hiufige
Therapieversagen bei chronischen Mastitiden auf die Bildung von Biofilm im

Eutergewebe zuriick (Milanov et al., 2010).

Ein weiteres Beispiel fiir chronische Infektionen in der Veterindrmedizin ist die
bakterielle Endometritis der Stute. Auch hier wird die Bildung von Biofilm
vermutet — nicht zuletzt wegen der eingeschrinkten Therapierbarkeit mit
Antibiotika. E. coli, P. aeruginosa und Klebsiella pneumoniae werden hiufig aus
equinen Uteri isoliert und mit reduzierter Fruchtbarkeit der Stute in Zusammenhang
gebracht. Es wird davon ausgegangen, dass diese Bakterien durch ihre Biofilm-
Bildung vor dem Immunsystem und der Behandlung mit lokalen Antibiotika
geschiitzt sind und dabei eine chronische Entziindung im Uterus aufrechterhalten

(Causey, 2006, LeBlanc, 2010).

Die Beteiligung von Biofilm bei weiteren, héufig chronisch verlaufenden
Erkrankungen ist Gegenstand aktueller Forschung. Dabei wird die Bildung von
Biofilm zum Beispiel auch bei Pneumonien durch Actinobacillus

pleuropneumoniae beim Schwein vermutet (Tremblay et al., 2017). Auch wenn es
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zahlreiche in-vitro-Studien zur Biofilm-Bildung der betreffenden Pathogene gibt,

ist der in-vivo-Nachweis bisher oft nicht abschlieBend erfolgt.

2.4.3. Eigenschaften Biofilm-assoziierter Infektionen

2.4.3.1. Typische Merkmale

Bakterien im Biofilm sind in der Lage, chronische Infektionen auszuldsen, die mit
anhaltender Entziindung und Gewebeschddigung einhergehen (Costerton et al.,
2003). Chronische Infektionen persistieren trotz antibiotischer Therapie und
Immun- und Entziindungsreaktionen des Wirts. Im Gegensatz zur Kolonisation
werden chronische Infektionen durch eine Immunantwort und persistente

Pathologie charakterisiert (Hoiby et al., 2010).

Akute Infektionen treten plotzlich auf und verbreiten sich meist schnell. Sie werden
oft durch die wirtseigene Immunantwort kontrolliert, sodass ein medizinisches
Eingreifen nicht immer erforderlich ist. Versagt die Immunabwehr, kann die
Infektion durch therapeutische Mallnahmen ziigig begrenzt und eliminiert werden
(Roberts et al., 2015). Im Gegensatz dazu sind chronische, Biofilm-assoziierte
Infektionen auch unter intensiver medikamentdser Therapie nur schwer zu
beseitigen. Haufig ist die (chirurgische) Entfernung des Biofilms mitsamt dem
infizierten Gewebe die einzige Moglichkeit, das erneute Aufflammen der Infektion

zu verhindern (Dowsett, 2013, Kinane et al., 2017).

Parsek et al. stellten 2003 Kriterien zur Definition von Biofilm-assoziierten

Infektionen vor (Parsek & Singh, 2003):

a. Infizierende Bakterien sind an ein Substrat oder an eine Oberfldche
gebunden.

b. Direkte Untersuchung des infizierten Gewebes zeigt Bakterien, die in
Zellaggregaten oder Mikrokolonien leben und von extrazelluldrer Matrix
umgeben sind.

c. Die Infektion ist im Allgemeinen auf eine bestimmte Lokalisation
beschriankt. Obwohl bakterielle Streuung auftreten kann, handelt es sich
dabei um ein sekundéires Phidnomen.

d. Die Infektion ist nicht oder nur schwer durch Antibiotika zu eliminieren,
obwohl der verantwortliche Organismus in seinem planktonischen Zustand

sensibel gegeniiber den angewandten Antibiotika ist.
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Hall-Stoodley et al. ergénzten diese Kriterien um weitere zwei (Hall-Stoodley &

Stoodley, 2009):

a) Kultur-negative Ergebnisse trotz starker Vermutung der Infektion mit dem
betreffenden Erreger
b) Ineffektive Immunabwehr, nachgewiesen durch bakterielle Zellaggregate,

die in wirtseigenem Gewebe von Entziindungszellen umgeben sind

AuBlerdem wird das Vorliegen einer chronischen oder rezidivierenden Infektion

selbst als ein diagnostisches Kriterium vorgeschlagen (Hoiby ef al., 2010).

Biofilm-assoziierte Infektionen erfiillen hdufig nicht die Henle-Koch-Postulate, da
der eindeutige kulturelle Nachweis eines urséchlichen Pathogens oft problematisch
ist. Nicht nur handelt es sich bei Biofilmen héufig um polymikrobielle
Gemeinschaften, oft sind auch Mikroorganismen beteiligt, deren Kultivierung sehr
anspruchsvoll ist (Hall-Stoodley et al., 2012). Am Beispiel von Parodontitis wird
deutlich, dass Verdnderungen im polymikrobiellen Biofilm das Gleichgewicht
zwischen Biofilm und Immunantwort des Wirtes stéren konnen. Erst dadurch
entwickelt sich die typische Pathogenese anhaltender Entziindungszustéinde. Im
Gegensatz zu akuten Infektionen kann kein eindeutig ursdchlicher Erreger

identifiziert werden (Kinane et al., 2017).

2.4.3.2. Wechselwirkungen mit dem Immunsystem

Das wirtseigene Immunsystem ist meist machtlos gegeniiber Biofilm-assoziierten
Infektionen, da Leukozyten, Antikdrper und das Komplementsystem haufig nicht
in der Lage sind, Biofilme zu beseitigen (Wolcott et al., 2008). Die Biofilm-
Gemeinschaft interagiert mit dem umliegenden Gewebe, sodass eine stabile
Anhaftung, eine kontinuierliche Néhrstoffversorgung und eine parasitire
Beziehung zu dem Wirt entstehen. Umliegendes Gewebe entwickelt
Immunreaktionen und Reparaturmechanismen, die miteinander kollidieren, eine
tiberschieende Immunantwort auslésen und dadurch eine chronische Infektion
fordern. Der Wirt versorgt die bakterielle Gemeinschaft mit notwendigen
Néhrstoffen und ermdglicht ihr ein stabiles Umfeld inmitten permanenter

Entziindung (Wolcott ef al., 2008).

Chronische Biofilm-assoziierte Infektionen zeichnen sich durch anhaltende
Entziindungszustinde aus, die in &dhnlichem Muster bei verschiedenen

Krankheitsbildern auftreten (Del Pozo, 2018). Bakterien im Biofilm sind in der
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Lage, die Kontrollmechanismen zum Schutz vor iiberschieBenden
Immunreaktionen aufler Kraft zu setzen und den Zustand einer iiberschieenden
Entziindungsreaktion aufrecht zu erhalten (Wolcott et al., 2008). Eine Moglichkeit
der Steuerung erfolgt iiber die iiberméBige Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, die im Zuge der Aktivierung von T7oll-like-Rezeptoren (TLRs)
ausgeschiittet werden. Bakterien im Biofilm kdnnen {iber molekulare Mechanismen
ein Uberangebot an Substrat zur Bindung an TLRs synthetisieren und so die
Expression von proinflammatorischen Zytokinen in hohem Male aktivieren. In
chronischen Wunden konnen dauerhaft Zytokin-Konzentrationen nachgewiesen
werden, die das physiologische Level um ein Vielfaches iibersteigen (Wolcott et

al., 2008).

P. aeruginosa nutzt hierbei QS-Molekiile, die direkt auf Wirtszellen wirken und die
Expression von proinflammatorischen Zytokinen induzieren kénnen (Jahoor ef al.,
2008). Andere Pathogene, unter anderem S. aureus, exprimieren Moduline und
Superantigene (z. B. Enterotoxine), die eine massive Ausschiittung von Zytokinen
auslosen (Llewelyn & Cohen, 2002). Gramnegative Bakterien im Biofilm koénnen
Lipopolysaccharide (LPS) und Membranvesikel aus LPS in die Biofilm-Umgebung
freisetzen und durch ihre chemotaktische Wirkung auf PMNs die
Entziindungsantwort aufrechterhalten (Jensen et al., 1993, Schooling & Beveridge,

2006).

Durch die kontinuierliche Ablosung von Teilen des Biofilms und planktonischen
Bakterienzellen kann das Immunsystem zusdtzlich gekddert und die
Immunreaktion gefordert werden. Bakterien im Biofilm konnen Bestandteile des
Entziindungsexsudats als Néhrstoffe nutzen und so das Uberleben der
Bakteriengemeinschaft durch kontinuierliche Néhrstoffversorgung sichern. Durch
immunsuppressive Therapien konnte die Néhrstoffzufuhr reduziert und das

Bakterien-Wachstum gebremst werden (Wolcott et al., 2008).

Die exzessive Ansammlung von PMNss ist ein typisches Merkmal von chronischen
Wunden und anderen chronischen Infektionen, die mit Biofilmen in Verbindung
gebracht werden (Doring, 1997, Yager & Nwomeh, 1999, Diegelmann, 2003).
Wihrend der physiologischen Immunantwort exprimieren PMNs nach Aufnahme
eines Pathogens Oberfldchenproteine wie Phosphatidylserin, um von Makrophagen
phagozytiert zu werden. Dieser Mechanismus verhindert, dass PMNs am Ort der

Entziindung zerfallen und durch Freisetzung proteolytischer Enzyme das
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umliegende Gewebe schiddigen (Fadok ef al., 1992, Vandivier et al., 2002, Guzik
etal.,2007). Bakterielle LPS interferieren mit Phosphatidylserin auf der Oberfliche
der PMNs und verhindern, dass diese PMNs von Makrophagen erkannt und
abgebaut werden (Wolcott et al., 2008). Dadurch kommt es zur lokalen Freisetzung
von Elastase, Metalloproteinasen und Entziindungsmediatoren (Fox et al., 2010).
Spaltprodukte der Elastase stimulieren ihrerseits TLR-Rezeptoren, woraufhin
erneut proinflammatorische Zytokine produziert werden (Wolcott ez al., 2008). Das
schliet den Kreis der chronischen Pathogenitits-Mechanismen bei Biofilm-
assoziierten Infektionen, fiihrt zu unkontrollierter Proteaseaktivitit und daraus
resultierender Schadigung des umliegenden Gewebes (siehe Abbildung 4) (Wolcott
et al.,2008).
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Abbildung 4: Schiidigung des umliegenden Gewebes durch ineffektive Immunabwehr

I: Planktonische Bakterienzellen (1) konnen durch Antikorper (2) opsonisiert und durch Phagozyten
(3) eliminiert werden. II: Bakterienzellen im Biofilm (4) dagegen sind vor der Opsonisierung durch
Antikorper geschiitzt. III und IV: Die Ausschiittung von proteolytischen Enzymen (5) in der
Umgebung des Biofilms fiihrt zur Schadigung des umliegenden Gewebes.

In Wunden fiihrt die Aktivitdt von Proteasen und Elastase zur Apoptose von Zellen
des umliegenden Gewebes, die an der Reparation des verletzten Gewebes beteiligt
sind (Yang et al., 1996). Inhibitoren der Metalloproteasen (tissue inhibitors of
metalloprotease, TIMP) sind wihrend der physiologischen Wundheilung fiir den
Schutz des umliegenden Gewebes verantwortlich. In chronischen, Biofilm-
assoziierten Wunden fehlen diese TIMPs, wodurch ein Ungleichgewicht zwischen

Proteasen und Antiproteasen entsteht (Patel ez al., 2016).

Bakterien im Biofilm konnen jedoch auch direkt von erhdhter Protease-Aktivitdt in

threr Umgebung profitieren. S. epidermidis bendtigt zur initialen Biofilm-Bildung
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aktiviertes Aap-Protein. Dieses Protein wird durch wirtseigene Proteasen
proteolytisch verdndert, worauthin es zur bakteriellen Adhision kommt (Rohde et
al., 2005). Rhode et al. schlossen daraus, dass in-vivo-Effektormechanismen der
angeborenen Immunitét direkt die proteinabhidngige Zellaggregation und Biofilm-
Bildung von S. epidermidis induzieren konnen und damit dem Pathogen
ermOglichen, sich vor der Elimination durch Phagozytose zu schiitzen (Rohde et

al., 2005).

Ein weiterer Mechanismus zur Resistenz gegeniiber dem Immunsystem scheint die
eingeschriankte Wirkung von Entziindungszellen im Biofilm zu sein. Schon 1980
zeigten Lam ef al. durch Transmissions-Elektronen-Mikroskopie, dass
Entziindungszellen und Antikorper zwar den Biofilm umschlossen, ihn aber nicht
penetrierten (Lam et al, 1980). Leid et al. zeigten, dass Leukozyten in das
GefdBsystem von S.-aureus-Biofilm eindringen konnten, aber gegeniiber den
Bakterienzellen keine phagozytische Wirkung zeigten (Leid et al., 2002). Eine
mogliche Erkldrung dafiir sind Bestandteile der Biofilm-Matrix, die
Entziindungszellen in ihrer Wirkung einschranken. Bei S.-epidermidis-Biofilmen
scheint das intrazelluldre Adhésin PIA Schutz vor der Phagozytose durch PMNs zu
bieten (Vuong ef al., 2004). Auch bei P.-aeruginosa-Biofilmen hat die Matrix eine
schiitzende Funktion: PMNs wurden innerhalb der EPS immobilisiert und zeigten
eine verringerte oxidative Wirkung, gemessen am H>O:-Gehalt im Biofilm.
Bakterien im Biofilm kdnnen H>O» mit Hilfe der bakteriellen Katalase zuriick zu
Sauerstoff konvertieren, sodass neben der verbesserten Sauerstoffversorgung der
Bakterienzellen die oxidative Wirkung auf die Zellen verringert wird. Durch die
Immobilisation der PMNs im Biofilm wird mit der Zeit ein Schutzwall gebildet, der
die Bakterienzellen vor der oxidativen Wirkung weiterer PMNs schiitzt. Wenn sich
wihrend einer Infektion grofBe Mengen an PMNs an diesem Schutzwall anlagern,
schidigt deren freigesetztes H,O> vornehmlich benachbarte Entziindungszellen,
sodass es zu einer Reduktion der Immunaktivitit gegeniiber den Bakterienzellen

kommt (Jesaitis et al., 2003).

Die Freisetzung von ROS, insbesondere H2O», fiihrt bei P. aeruginosa zu der
Entwicklung von mukoiden Stimmen, die durch eine Uberproduktion von Alginat
charakterisiert sind (Mathee et al., 1999). Diese geht mit der Bildung von stabilen,
gut strukturierten Biofilmen einher und fiihrt zu erhdhter Resistenz gegeniiber

Antibiotika und dem Immunsystem (Hay et al., 2009, Goltermann & Tolker-
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Nielsen, 2017). Dabei sind P.-aeruginosa-Zellen durch Alginat vor IFN-y
(Interferon-gamma) -mediierter Elimination durch Makrophagen (Leid et al., 2005)
und vor der Opsonisierung zur Phagozytose geschiitzt (Pier et al., 2001). Bjarnsholt
et al. zeigten, dass die erhohte Widerstandsfahigkeit gegentiber H2O2 und PMNs
QS-abhingig ist. Die Freisetzung von QS-Signalmolekiilen flihrte zu verdnderter
Aktivierung der PMNs, wodurch die Freisetzung von ROS reduziert wurde.
AuBerdem scheint die Entwicklung von mukoiden Stimmen durch QS-mediierte

Genexpression gesteuert zu sein (Bjarnsholt et al., 2005).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass P. aeruginosa in Anwesenheit von PMNs
vermehrt Biofilm bildete und dabei vermutlich PMN-Anteile in die Biofilm-Matrix
integriert. So konnen durch PMNs gebildete Polymere, DNA und Aktin als ein
Gertist fiir die Biofilm-Bildung dienen (Walker et al., 2005). Die QS-abhéngige
Produktion von Rhamnolipid fiihrt zusétzlich zur Lyse von umliegenden PMNSs,
wodurch weitere DNA freigesetzt wird, die als Matrix-Bestandteil genutzt werden
kann (Jensen et al., 2007). Gleichzeitig konnte P. aeruginosa durch die Sekretion
von bakterieller Elastase Bestandteile des Komplementsystems inaktivieren und

sich vor dessen Opsonisierung schiitzen (Schultz & Miller, 1974).

In den letzten Jahren wurde auBerdem ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Biofilm und dem Vorkommen von neutrophil extracellular traps (NETs)
herausgefunden. NETs werden in Anwesenheit von Pathogenen von aktivierten
PMN:ss freigesetzt und dienen der Immobilisation der Erreger, um Virulenzfaktoren
unschidlich zu machen und Bakterien zu eliminieren. Sie bestehen aus DNA,
Granula-Proteinen und antimikrobiellen Peptiden (Brinkmann et al., 2004) und
werden im Zuge der suicidal NETosis (NET-Freisetzung, die mit Zelllyse
einhergeht) oder vital NETosis (NET-Freisetzung iiber Vesikel durch die intakte
Zellmembran) in die Umgebung abgegeben (Yipp & Kubes, 2013). Es wird davon
ausgegangen, dass NETs vor allem dann freigesetzt werden, wenn die Erreger nicht
durch Phagozytose zu eliminieren sind — Biofilme scheinen hier einen bedeutenden
Ausloser fiir die NET-Freisetzung darzustellen. NETs stimulieren ihrerseits die
Produktion von Biofilm, sodass ein positiver Feedback-Mechanismus entsteht. Als
Folge wird ein stabiler Biofilm gebildet, der von groBen Mengen an NETs umgeben

ist (Papayannopoulos, 2019).

Bei Studien mit S.-aureus-Biofilmen wurde herausgefunden, dass diese eine

Dysfunktion bei Makrophagen auslésen und sich dadurch vor Phagozytose
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schiitzen. Obwohl der Einstrom von Makrophagen wéhrend der frithen Infektion
erh6ht war, waren diese nicht in der Lage, die Bakterien hinreichend zu beseitigen
— nur ein kleiner Anteil der Makrophagen bewegte sich zur Biofilm-Oberflédche.
Viele zeigten eine erhohte Expression von Arginase-1, was mit einer reduzierten
Fahigkeit zur effektiven Beseitigung von Bakterien assoziiert wird. Die Biofilme
schienen auflerdem einen Untergang der Makrophagen auszuldsen, dessen genauer
Mechanismus bisher nicht geklért ist. Bakterielle Toxine oder die hypoxische

Umgebung im Biofilm konnten dabei eine Rolle spielen (Thurlow et al., 2011).

Es wird vermutet, dass Makrophagen Bakterien im Biofilm nur schwer opsonisieren
konnen. Die Anlagerung von IgG und dem Komplementfaktor C3b zur Aktivierung
des Komplementsystems war bei Studien mit S. epidermidis reduziert, wodurch die
mangelnde Erkennbarkeit durch Entziindungszellen erklirt werden konnte
(Kristian et al., 2008). Wurden Teile des Biofilms mechanisch abgespalten, waren
Makrophagen wieder in der Lage, die darin enthaltenen Bakterien zu phagozytieren

(Thurlow et al., 2011).

Diffusionsstudien wiesen auBBerdem darauthin, dass die Wirkung von Antikdrpern
durch eingeschrinkte Diffusion in den Biofilm vermindert sein konnte. IgG blieben
in der Peripherie von Biofilmeinheiten und konnten nicht in die EPS-Matrix
penetrieren. Laut Cerca et al. waren Antikdrper nicht in der Lage, durch
Opsonisierung die Elimination von Bakterienzellen zu vermitteln (Cerca et al.,
2006). Durch die Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen wird jedoch eine
Immunkomplex-mediierte Entziindung ausgelost und das umliegende Gewebe
geschiddigt (Hall-Stoodley et al., 2012). Diese Gewebeschiddigung kann bei
Parodontitis und der chronischen P.-aeruginosa-Infektion bei Mukoviszidose-

Patienten beobachtet werden (siche 2.4.1.1. und 2.4.1.3.).

Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Adhésion von P. aeruginosa durch die
Bindung von Antikérpern verhindert werden konnte. Antikorper konnten daher eine

Rolle bei der Pravention von Biofilmen spielen (Tashiro et al., 2008).

2.4.3.3. Wechselwirkungen mit Antibiotika

Bakterienzellen konnen durch verschiedene Anpassungsmechanismen Resistenz,
Toleranz und Persistenz gegeniiber Antibiotika entwickeln und damit die effektive
Behandlung mit Antibiotika erschweren. Bakterien im Biofilm haben durch

schiitzende Substanzen in der Matrix, ihre Kommunikations-Mechanismen und ihre
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Fahigkeit zum genetischen Austausch die besten Voraussetzungen fiir die
Entwicklung von Resistenz, Toleranz und Persistenz und sind dementsprechend
schlechter durch Antibiotika zu eliminieren als ihre planktonischen Gegenspieler

(Hall & Mah, 2017).

Resistenz beschreibt die genetisch vererbte Féhigkeit von Mikroorganismen, unter
hohen antibakteriellen Konzentrationen zu wachsen, unabhingig von der Dauer der
Behandlung. Sie wird anhand der minimalen Hemmkonzentration (MHK) fiir das
jeweilige Antibiotikum gemessen (Brauner et al, 2016). Resistenz ist
typischerweise mit zahlreichen molekularen Mechanismen assoziiert, die durch
Mutationen entstehen und in die néichste Bakteriengeneration weitergegeben
werden (Depardieu et al., 2007, Blair ef al., 2015). Diese Mechanismen verringern
die Wirksamkeit des Antibiotikums, sodass im resistenten Stamm eine hohere
Konzentration nétig ist, um die Bakterien zu eliminieren, als im empfénglichen

Stamm (Chait et al., 2007).

Als Toleranz bezeichnet man die Fahigkeit von Bakterien, eine voriibergehende
Antibiotika-Anwendung in einer Konzentration zu iiberleben, die iiblicherweise
letale Auswirkungen auf die Bakterien hétte (Handwerger & Tomasz, 1985).
Toleranz gegeniiber beta-Laktam-Antibiotika tritt auf, wenn Bakterien in einem
Zustand langsameren Wachstums — wie beispielsweise im Biofilm — sind
(Tuomanen et al., 1986). Toleranz kann einerseits durch genetische Mutationen
erlangt werden, andererseits durch verdnderte Umweltbedingungen (z. B. schlechte
Wachstumsbedingungen) (McDermott, 1958). Auch Antibiotika selbst konnen in
Bakterien einen Wachstumsarrest auslosen, wodurch die Bakterien sich vor der
letalen Wirkung des Antibiotikums schiitzen (Handwerger & Tomasz, 1985). Im
Gegensatz zu resistenten Stdmmen, die eine erhohte Antibiotika-Konzentration
erfordern, ist bei der Behandlung von toleranten Stdmmen eine verlingerte
Behandlungszeit erforderlich (Brauner et al., 2016). Die quantitative Messung der
Toleranz erfolgt tiber die Bestimmung der minimalen Behandlungszeit (minimal
duration for killing, MDK). Die Erhohung der Konzentration fiihrt nicht zu einer
besseren Ansprechbarkeit der toleranten Stamme. Es wird angenommen, dass es
bei toleranten Stimmen in hohen Konzentrationen zu einer Antibiotika-Sattigung
kommt, deren Wirkung nur noch von der Dauer der Behandlung abhingt (Mattie,

2000).



I11. Ergebnisse 35

Persistenz beschreibt den Zustand, in dem der Grofteil einer Bakterien-Population
durch antibiotische Behandlung abstirbt, eine Subpopulation (meist weniger als ein
Prozent) jedoch {iberlebt. Bakterien dieser Subpopulation werden dann als
Persisterzellen bezeichnet, sie konnen entweder zeit- oder dosisabhéngig persistent
sein. Zeitabhédngige Persistenz entsteht, wenn der persistente Teil der Population
tolerant ist (ausgelost durch molekulare Mechanismen, die einen Wachstumsarrest
in der Subpopulation bewirken); dosisabhingige Persistenz tritt auf, wenn der
persistente Teil resistent ist (ausgeldst durch Uberexpression von Resistenzfaktoren

in der Subpopulation) (Brauner ef al., 2016).

Der Biofilm-Phénotyp von Bakterienzellen ist erstaunlich resistent gegeniiber
Antibiotika (Nickel et al., 1985). Als die angeborene Widerstandsfahigkeit von
Biofilmen gegeniiber industriellen Bioziden erstmals entdeckt wurde, wurde dieses
Phédnomen der mangelhaften Penetration durch die Biofilm-Matrix zugeschrieben
(Costerton et al., 1987). Es wurde jedoch schnell erkannt, dass die Matrix die
Antibiotika-Diffusion nur dann limitiert, wenn Matrix-Bestandteile direkt mit dem

Antibiotikum reagieren (Stewart, 1996).

Die Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika zwischen dem
planktonischen Phdnotyp und dem Biofilm-Phénotyp der Bakterien zeigt die
Gegendtiberstellung der bendtigten Konzentrationen zur Eliminierung der Bakterien.
Tabelle 1 stellt die bendtigte Konzentration fiir ausgewihlte Bakterien-Stimme und

Antibiotika dar (Donlan & Costerton, 2002).

Tabelle 1: Empfindlichkeit von planktonischen und im Biofilm befindlichen Bakterien
gegeniiber ausgewihlten Antibiotika (Donlan & Costerton, 2002)

Organismus Antibiotikum MIC/MBCdes  Effektive Konz.
plankt. Phinotyps gegen Biofilm-
(ng/ml) Phénotyp (ng/ml)

S. aureus Vancomycin 2 (MBC) 20

P. aeruginosa Imipenem 1 (MIC) >1024

E. coli Ampicillin 2 (MIC) 512

P. pseudomallei Ceftazidime 8 (MBC) 800

Strep. sanguis Doxycyclin 0,062 (MIC) 3,15

Die aktuelle Forschung beschiftigt sich intensiv mit den verschiedenen
Mechanismen, die zu der besonderen Widerstandsfahigkeit der Bakterien im

Biofilm gegeniiber Antibiotika fiihren. Im Folgenden soll ein représentativer Teil
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dieser Mechanismen dargestellt werden: die Bedeutung der Biofilm-Matrix, die
Auswirkungen von Néhrstoffmingeln und Stressantworten, die genetische
Diversitit der Zellen im Biofilm, die Bedeutung von QS und die synergistischen

Effekte von polymikrobiellen Biofilmen.
Bedeutung der Biofilm-Matrix

Es wird héufig angenommen, dass die Penetration von Antibiotika durch die
Biofilm-Matrix vermindert und die Bakterienzellen so vor der antibakteriellen
Wirkung geschiitzt sind. Tatséchlich trifft das nicht in allen Féllen zu (Hall & Mah,
2017). In Versuchen mit E.-coli-Biofilmen untersuchten Stone et al. die Diffusion
von Tetrazyklin durch die Matrix. Bereits nach zehn Minuten erreichte Tetrazyklin
alle Zellen im Biofilm ohne Auswirkungen auf deren Viabilitét (Stone et al., 2002).
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei Studien mit Staphylokokken-Biofilmen und
Rifampicin, Amikacin und Ciprofloxacin (Dunne et al., 1993, Zheng & Stewart,
2002, Stewart et al., 2009, Singh et al., 2010).

Im Gegensatz dazu war in P.-aeruginosa-Biofilmen eine verminderte Penetration
von Tobramycin zu erkennen, ausgelost durch Wechselwirkungen von Tobramycin
mit Matrix-Bestandteilen wie eDNA. Dagegen diffundierte Ciprofloxacin schnell
und effektiv in P.-aeruginosa-Biofilme (Tseng et al., 2013).

Auch Unterschiede im Versuchsaufbau spiegelten sich in widerspriichlichen
Ergebnissen wider. Versuche mit P. aeruginosa und Ciprofloxacin ergaben sowohl
eine verminderte (Suci et al., 1994) als auch eine effektive Penetration in den
Biofilm. Unterschiede im Phosphatgehalt der Kulturmedien fiihrten zu veranderter
Biofilmdicke und daraus resultierend zu gegensitzlichen Ergebnissen (Vrany et al.,

1997).

Die Bedeutung der verminderten Penetration von Antibiotika hingt daher von dem
jeweiligen Bakterien-Stamm, der Art des Antibiotikums und den
Wachstumsbedingungen des Biofilms ab, sodass keine allgemeine
Schlussfolgerung moglich ist. Besonders der Umstand, dass gut penetrierende
Antibiotika oft dennoch keinen Einfluss auf die Viabilitit der Bakterienzellen
haben, gibt Grund zur Annahme, dass weitere molekulare Mechanismen fiir die

erhohte Widerstandsfihigkeit verantwortlich sind (Hall & Mah, 2017).
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Den Polysacchariden Psl und Pel von P.-aeruginosa-Biofilmen werden als Matrix-
Bestandteilen neben der Bedeutung fiir die Biofilm-Formation auch eine Bedeutung
fiir die Antibiotika-Wirksamkeit zugesprochen. Billings ef al. postulierten, dass Psl
bestimmte Antibiotika durch elektrostatische Wechselwirkungen sequestriert und
dadurch unwirksam macht. Versuche mit Colistin, Polymyxin B, Tobramycin und
Ciprofloxacin gaben einen Hinweis darauf (Billings et al., 2013). Studien mit
Biofilmen von Pel-defizienten P.-aeruginosa-Stimmen zeigten eine gesteigerte
Sensitivitdt gegeniiber Tobramycin und Gentamicin (Colvin et al., 2011). Pel
scheint mit eDNA in der Matrix zu interagieren und trigt mdglicherweise
zusammen mit eDNA zu einer erhohten Antibiotika-Resistenz in P.-aeruginosa-

Biofilmen bei (Jennings et al., 2015).

eDNA als ein wichtiger und vielfiltiger Matrix-Bestandteil ist auch fiir die
Antibiotika-Resistenz von grofler Bedeutung. Chiang et al. fanden heraus, dass
DNA, die P.-aeruginosa-Biofilmen exogen zugefiihrt wurde, mit in die bestehende
Biofilm-Matrix einbezogen wurde und damit ein zwei- bis dreifaches Level an

Resistenz gegeniiber Tobramycin und Gentamicin bewirkte (Chiang et al., 2013).

Die Freisetzung von endogener eDNA konnte aulerdem durch die Behandlung mit
bestimmten Antibiotika gesteigert werden. Subinhibitorische Konzentrationen von
Methicillin fiihrten in S.-aureus-Biofilmen zu vermehrter eDNA-Ausscheidung
(Kaplan et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse zeigten Versuche mit S.-epidermidis-
Biofilmen und Vancomycin. eDNA, die eine hohe Bindungsaffinitit fiir
Vancomycin hat, kann Zellen im Biofilm so verstirkt vor der antibakteriellen
Wirkung schiitzen (Doroshenko et al., 2014). Es wird vermutet, dass eDNA durch
physikalische Wechselwirkungen mit Antibiotika die Zellen im Biofilm schiitzt und
durch diese Antibiotika-Sequestrierung als ein Schutzschild dient (Chiang ef al.,
2013).

Ein weiterer Mechanismus, der eDNA-abhingig zu erhohter Antibiotika-Resistenz
fiihrt, ist die Bindung von Kationen wie Mg?". Durch die kationenlimitierte
Umgebung wird in P. aeruginosa die Spermidin-Synthese gefordert. Spermidin ist
ein Polyamin an der duferen Zellmembran, das die Membranpermeabilitdt fiir
Aminoglykoside und kationische antimikrobielle Peptide reduziert (Johnson et al.,

2012).
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Zusitzlich zu ihrer physikalischen Rolle im Schutz gegen Antibiotika ist eDNA im
Zuge des HGTs fiir die Verbreitung von Resistenzgenen innerhalb der Bakterien-

Population im Biofilm von groBBer Bedeutung (Hall & Mah, 2017).

Die Wirkung von Antibiotika auf Zellen im Biofilm kann aulerdem durch Enzyme
wie Beta-Laktamasen in der Matrix beeintrachtigt werden. Beta-Laktamasen
spalten Beta-Laktam-Antibiotika und hindern sie daran, Zellen im Biofilm zu

erreichen (Hall & Mah, 2017).

Die Sekretion von AmpC Beta-Laktamase in die Matrix von P.-aeruginosa-
Biofilmen ist ein wichtiger und klinisch relevanter Faktor fiir die Resistenz gegen
Beta-Laktam-Antibiotika bei P. aeruginosa (Giwercman et al., 1991, Bagge et al.,
2000). Bagge et al. fanden heraus, dass die Expression von AmpC durch Ceftazidim
und Imipenem gesteigert werden konnte. Bei Versuchen mit steigenden
Konzentrationen von Imipenem war eine konzentrationsabhéngige Expression von
AmpC erkennbar, die in der Biofilm-Peripherie beginnend und bei steigenden
Konzentrationen auch in tieferen Schichten nachgewiesen werden konnte (Bagge

et al., 2004).
Auswirkungen von Néihrstoffmdngeln und Stressantworten

Die physiologische Heterogenitit im Biofilm ist charakterisiert durch Unterschiede
in Genexpression, Stoffwechselaktivitit und Phénotyp der Zellen im Biofilm.
Heterogenitét entsteht durch Sauerstoff- und Néhrstoffgradienten innerhalb des
Biofilms, da oberflichlich liegende Zellen Sauerstoff und Nihrstoffe
verstoffwechseln, bevor sie tiefer liegende Zellen erreichen (Stewart & Franklin,
2008). Zellen, die in hypoxischen Bereichen innerhalb des Biofilms leben, zeigen
eine reduzierte metabolische Aktivitdt und befinden sich in einem Zustand, der der
stationdren Phase des Bakterien-Wachstums dhnelt (Stewart et al., 2016). Es wird
davon ausgegangen, dass diese langsame Wachstumsrate zu vermehrter Toleranz
gegeniiber Antibiotika fiihrt, da diese am effektivsten gegen schnell wachsende

Zellen wirken (Evans et al., 1991, Zheng 2004).

Borriello ef al. erkannten, dass die Behandlung von Biofilmen mit verschiedenen
Antibiotika unter anaeroben Bedingungen eine groBere Toleranz zeigten als die
Kontrollgruppe, die unter acroben Bedingungen behandelt wurde (Borriello ef al.,
2004). Bei Versuchen mit P. aeruginosa wurde festgestellt, dass Hypoxie das

Membranpotenzial der d&uBeren Zellmembran herabsetzt und dadurch die Toleranz
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gegeniiber Antibiotika wie Aminoglykosiden erhoht, da diese zum Transport in die
Zelle ein funktionierendes Membranpotenzial bendtigen (Stewart, 2015).
Gleichzeitig fiihrt Hypoxie bei planktonischen P.-aeruginosa-Zellen zu einer
Uberexpression von Effluxpumpen in der Bakterienzellmembran (Schaible ef al.,
2012), sodass dieser Effekt moglicherweise auch bei Subpopulationen im Biofilm
eintritt, die in Bereichen mit geringer Sauerstoffséttigung leben (Tata ef al., 2016).
Effluxpumpen transportieren antimikrobielle Substanzen aus der Bakterienzelle in
den extrazelluliren Raum und verhindern dadurch die intrazellulire Wirkung

(Poole, 2007).

Ein weiterer Mechanismus zum Schutz gegen die bakterizide Wirkung von
Antibiotika ist die Anpassung der oxidativen Stressantwort von Bakterienzellen im
Biofilm. Es wird davon ausgegangen, dass Antibiotika neben ihren bekannten
Aktionsmechanismen auch eine Induktion letaler Level von ROS in den
Bakterienzellen verursachen und ihre bakterizide Wirkung dadurch verstirken
(Dwyer et al., 2015). Bakterizide Antibiotika erhohen die bakterielle Zellatmung
(Lobritz et al., 2015), wodurch die Eisen-Homoostase gestort und als Nebenprodukt
hochreaktive Hydroxylradikale gebildet werden. Diese Hydroxylradikale tragen
durch Oxidation lebenswichtiger Zellbestandteile (z. B. bakterielle DNA) zum
Zelltod bei (Imlay, 2013).

P.-aeruginosa-Zellen im Biofilm reagieren — wie ihre planktonischen Gegenspieler
— auf erhohte intrazelluldre ROS-Level mit der Reduktion ihrer Viabilitdt (Jensen
et al., 2014). In Versuchen mit P.-aeruginosa-Biofilmen und Ciprofloxacin wurde
eine erhohte Produktion der Katalase KatA festgestellt, die die toxische Wirkung
von ROS verminderte (Nguyen et al., 2011). Die Stringent Response, urspriinglich
bekannt als die Anpassung des bakteriellen Stoffwechsels an eine Unterversorgung
mit Néhrstoffen, hat hier wohl auch eine regulatorische Funktion. So konnte die
Aktivierung der Stringent Response den durch ROS induzierten Schaden durch die
Uberexpression von antioxidativ wirkenden Enzymen wie Superoxid Dismutase,

Katalase KatA und KatB verhindern (Khakimova et al., 2013).
Bedeutung von Quorum Sensing

Als bedeutender Kommunikations-Mechanismus zwischen Bakterienzellen spielt
QS auch in Bezug auf Antibiotika-Resistenzen eine wichtige Rolle. Bjarnsholt ez.

al. fanden heraus, dass durch QS-Inhibition mit Furanon die Sensitivitit von
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P.-aeruginosa-Zellen gegeniiber Tobramycin erhoht werden konnte (Bjarnsholt et
al., 2005). Durch die QS-Inhibitoren Cinnamaldehyd und Baicalinhydrat wurde die
Resistenz gegeniiber Tobramycin bei bereits bestehenden P.-aeruginosa-Biofilmen
deutlich vermindert, ohne die Empfindlichkeit der planktonischen Zellen
gegeniiber Tobramycin zu beeinflussen (Brackman et al., 2011). Erst kiirzlich
zeigten Chua et al,, dass auch die Entstehung von Colistin-toleranten

Subpopulationen in P.-aeruginosa-Biofilmen QS-abhingig ist (Chua et al., 2016).

Der genaue Mechanismus, wie QS die Antibiotika-Toleranz in Biofilmen fordert,
war lange unklar. Hazan et al. postulierten fiir P.-aeruginosa-Biofilme eine
mogliche Erklérung: durch das QS-regulierte Molekiill HQNO (2-n-Heptyl-4-
Hydroxyquinolon-N-Oxid) wird die bakterielle Atmungskette gehemmt, wodurch
sich intrazelluldar ROS ansammeln und das Membranpotenzial reduziert wird. Als
direkte Folge kommt es in den betroffenen Zellen zur Autolyse und eDNA-
Freisetzung. eDNA in der Biofilm-Matrix fiihrt, wie bereits beschrieben, tiber
verschiedene Mechanismen zu erhohter Toleranz gegeniiber Antibiotika (Hazan et

al., 2016).

In einer Studie von Skindersoe et al. mit P.-aeruginosa-Biofilmen wurde die
Wirkung verschiedener Antibiotika auf das QS untersucht, wobei Azithromycin,
Ceftazidime und Ciprofloxazin in subinhibitorischen Konzentration eine
verminderte Produktion von QS-regulierten Virulenzfaktoren bewirkten

(Skindersoe et al., 2008).
Genetische Diversitdt der Zellen im Biofilm

Bakterienzellen im Biofilm sind durch ihre rdumliche Néhe zueinander und durch
ihren sesshaften Charakter optimal fiir den interzelluldren Transfer genetischen
Materials geeignet. Neben eDNA, die von kompetenten Zellen aus der Matrix
aufgenommen werden kann, ist im Zuge des HGT auch die Konjugation von
Plasmiden mdglich (Hall & Mah, 2017). Dass die Konjugation von Plasmiden in
Biofilmen deutlich effizienter ist, zeigten Savage et al. — die Konjugationsfrequenz
eines Plasmids zur Multiresitenz von S. aureus war im Biofilm um den Faktor 10*
hoher als in planktonischen Kulturen (Savage et al., 2013). Aulerdem konnte
nachgewiesen werden, dass durch die Aktivierung der Stringent Response im

Biofilm die Expression von Integrase gesteigert wurde. Dadurch war die
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Exzisionsfrequenz von Genkassetten zur Antibiotika-Resistenz tiber 100-mal hoher

als in planktonischen Zellen (Strugeon et al., 2016).

Zusitzlich zu den verbesserten Bedingungen fiir HGT kommt die erhohte
Mutationsfrequenz in Biofilmen. Es wird angenommen, dass Zellen in Biofilmen
héufig oxidativem Stress ausgesetzt und dadurch anfilliger fiir DNA-Schidigungen
und Mutationen sind (Boles & Singh, 2008). Diese Hypothese konnte bei
Versuchen mit S. aureus unterstiitzt werden: S.-aureus-Biofilme, die unter
antioxidativen Bedingungen kultiviert wurden, hatten eine reduzierte
Mutationsfrequenz, die mit der von planktonischen Zellen zu vergleichen war
(Ryder et al., 2012). Hypermutible P.-aeruginosa-Zellen, die hiufig bei CF-
Patienten isoliert werden, zeigen meist defekte DNA-Reparatur-Mechanismen,
sodass in kiirzester Zeit zahlreiche Mutationen entstehen und durch HGT verbreitet
werden konnen (Oliver et al., 2000, Mandsberg et al., 2009). Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass die Transkription von Enzymen zur ROS-Bekédmpfung in
P.-aeruginosa-Biofilmen herunterreguliert und dadurch die Fahigkeit zur
Bekdmpfung von oxidativem Stress verringert war. Dieser Mechanismus konnte

zur erhohten Mutationsfrequenz in Biofilmen beitragen (Driffield et al., 2008).
Small Colony Variants und Persisterzellen in Biofilmen

Small Colony Variants (SCVs) sind Zellen einer Bakterien-Population, die trotz
genetischer Ubereinstimmung einen anderen Phiinotyp ausbilden. Dieser beinhaltet
unter anderem eine reduzierte Koloniegrof3e, langsames Wachstum, herabgesetztes
Membranpotenzial und eine erhohte Antibiotika-Resistenz. Es wird davon
ausgegangen, dass chronische und rezidivierende Infektionen wie chronische
Osteomyelitiden und Implantat-assoziierte Infektionen in Zusammenhang mit
SCVs auftreten (Proctor et al., 2006). Das Vorkommen von SCVs ist im Vergleich
zu planktonischen Kulturen im Biofilm erhdht, gleichzeitig neigen SCVs zu

vermehrter Biofilm-Bildung (Singh ef al., 2009).

Bei Versuchen mit P. aeruginosa wurde festgestellt, dass SCVs, die wihrend einer
Antibiotika-Behandlung gebildet wurden, zur Biofilm-Bildung neigten und sich
nach Absetzen der Antibiotika zu ihrem urspriinglichen Phénotyp zuriick
entwickelten (Drenkard & Ausubel, 2002). Bei P.-aeruginosa-Zellen, in denen der
Mechanismus zur Riickbildung aus SCVs verhindert wurde, wurden phénotypisch

stabile SCVs gebildet, die ihre Toleranz gegeniiber Antibiotika beibehielten. Die
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Ausbildung von SCVs in P.-aeruginosa-Biofilmen scheint daher ein wichtiger

Faktor der Biofilm-Widerstandsféhigkeit zu sein (Hall & Mah, 2017).

Eine dhnliche Rolle spielen Persisterzellen in bakteriellen Biofilmen — durch Toxin-
Antitoxin-Mechanismen wird ein Teil der Population in einen schlafdhnlichen
Zustand versetzt, sodass Antibiotika, die in Stoffwechselprozesse eingreifen, nicht
mehr wirken kénnen (Lewis, 2008). So konnte durch Uberexpression des YafQ-
Toxins, das spezifisch fiir die Bildung von Persisterzellen in Biofilmen nétig ist,
eine signifikant hohere Uberlebensrate bei antibiotischer Behandlung bewirken
(Harrison et al., 2009). Van Acker et al. zeigten, dass die Transkription von
Toxingenen bei Burkholderia-cenocepacia-Biofilmen im Vergleich zu ihren
planktonischen Zellen gesteigert war. Durch diese Uberexpression konnte das
Uberleben von Zellen im Biofilm unter der Behandlung mit Tobramycin und
Ciprofloxacin gesteigert werden. Die Rolle von Toxinen in der Persisterzell-
Bildung und die Bedeutung von Biofilm-Persisterzellen in der Toleranz gegeniiber

Antibiotika werden hier deutlich (Van Acker et al., 2014).
Synergistische Effekte bei polymikrobiellen Biofilmen

Neben Biofilmen, die allein durch eine Bakterienspezies gebildet werden, kommen
auch polymikrobielle Biofilme vor. Durch Wechselwirkungen zwischen
verschiedenen Spezies im Biofilm kann die Antibiotika-Toleranz der ganzen
Gemeinschaft gesteigert werden. Da viele (Biofilm-assoziierte) Infektionen
polymikrobiellen = Ursprungs sind, wird angenommen, dass diese
Wechselwirkungen auch im klinischen Kontext relevant sind (Elias & Banin, 2012,

Wolcott et al., 2013).

In einem in-vivo-Wundmodell mit P. aeruginosa konnte nachgewiesen werden,
dass P. aeruginosa im polymikrobiellen Biofilm mit S. aureus, Enterococcus
faecalis und Finegoldia magna doppelt so widerstandsféhig gegeniiber Gentamicin
war, als im allein durch P. aeruginosa gebildeten Biofilm (Dalton ef al., 2011). In
Versuchen mit Biofilmen von Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) und
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) fithrte die Sekretion von Beta-
Laktamase durch M. catarrhalis zur Amoxicillin-Resistenz bei S. pneumoniae. Im
Gegenzug dazu konnte S. pneumoniae M. catarrhalis vor der Schadigung durch

Azithromycin schiitzen (Perez et al., 2014).
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Interessanterweise konnten in Bezug auf Antibiotika-Toleranz auch synergistische
Effekte bei polymikrobiellen Biofilmen zwischen Bakterien und Pilzen festgestellt
werden. Es wird vermutet, dass durch die Ethanol-Produktion von Candida
albicans die Biofilm-Bildung von P. aeruginosa angeregt wird und diese
polymikrobielle Population dadurch eine erhohte Widerstandsfihigkeit gegentiber
Antibiotika entwickelt (Chen et al., 2014).

2.4.3.4. Diagnostik und Therapie

Die klinische Mikrobiologie fokussiert sich iiberwiegend auf die Kultivierung und
Untersuchung von planktonisch wachsenden Mikroorganismen, sodass
mittlerweile ein breites Verstindnis {iiber die individuelle Empfindlichkeit
gegeniiber Antibiotika und Antiseptika herrscht. Diese Erkenntnisse konnen jedoch
nur bedingt auf den jeweiligen Biofilm-Phénotyp iibertragen werden. Bakterien, die
im Biofilm wachsen, sind deutlich schwieriger aus klinischen Proben zu isolieren.
Erfolgt die Antibiotika-Behandlung anhand von Resistenz-Tests fiir planktonische
Mikroorganismen, fiihrt das bei Infektionen durch mikrobielle Biofilme hiufig zum

Therapieversagen oder zum Wiederauftreten der Infektion (Hoiby et al., 2015).
Diagnostik

Die Bakterienkultur stellt in der medizinischen Mikrobiologie den Gold-Standard
der Diagnostik dar. Leider ist die Anziichtung von Bakterien aus Biofilmen meist
deutlich weniger erfolgreich, sodass die Aussagekraft der Kultur bei Biofilm-
assoziierten Infektionen an Wert verliert. Zahlreiche Publikationen deuten darauf
hin, dass zwischen Kultur und anderen molekularen Diagnostikmethoden wie der
Polymerase Chain Reaction (PCR) eine erhebliche Diskrepanz besteht (Hall-
Stoodley et al., 2012).

Hiufig macht die Art der Probennahme den entscheidenden Unterschied. Zellen im
Biofilm sind durch die Matrix geschiitzt und dadurch meist fest an der Oberfliche
haftend. Hall-Stoodley er al. gaben daher 2012 eine Empfehlung fiir die
Probennahme bei Biofilm-assoziierten Infektionen heraus. Die Kombination aus
Tupferproben, Proben von fliissigem (Entziindungs-) Material, Gewebeproben
(Biopsien) und Proben von gegebenenfalls beteiligtem Fremdmaterial wie
Wundnédhten oder Wundauflagen soll die Fehlerquote reduzieren. Besonders
Gewebeproben, die bestenfalls an verschiedenen Lokalisationen entnommen

wurden, sind zusidtzlich fiir eine histologische Untersuchung sinnvoll und der
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Nachweis von Bakterien im umliegenden Gewebe wird ermoglicht. Des Weiteren
konnen eingewanderte PMNs und Makrophagen am Ort der Entziindung beurteilt
werden und einen weiteren Hinweis auf ein infektioses Geschehen geben (Hall-

Stoodley et al., 2012).

Chronische Wunden sind hdufig sowohl mit Aerobiern als auch mit Anaerobiern
infiziert. Widhrend aerobe Bakterien an der Wundoberfliche isoliert werden
konnen, befinden sich anaerobe Bakterien tiefer im Gewebe und sind
dementsprechend schwieriger zu beproben (James et al., 2008). Fiir die erfolgreiche
Diagnostik von chronischen Wunden sind daher griindliche, tiefreichende

Tupferproben und Biopsien dringend erforderlich (Davies et al., 2007).

Neben der erschwerten Probennahme stellt die erfolgreiche Anziichtung von
Bakterien aus einem Biofilm eine Herausforderung dar. So kénnen die komplexen
Umgebungen in vivo hiufig nur schwer imitiert werden, und abweichende
Sauerstoff- und Néhrstoff-Konzentrationen sowie zu kurze Inkubationszeiten
fithren zu falsch negativen Ergebnissen (Hall-Stoodley ef al., 2012). Lebende, aber
nicht-kultivierbare Bakterienzellen (viable but nonculturable) konnen so erst durch

molekulare Analysen identifiziert werden (Percival et al., 2012).

Im klinischen Kontext ist die Wahrscheinlichkeit einer vorausgegangenen
Antibiotika-Behandlung aulerdem hoch, sodass planktonische, leicht kultivierbare
Bakterienzellen bereits abgetdtet wurden. Durch die Vorbehandlung von infizierten
Gelenksprothesen in einem Ultraschall-Bad (;, Sonication ) und anschlieBender
Kultivierung der Fliissigkeit konnte die Sensitivitdt signifikant erhoht werden
(Trampuz et al., 2007). Es wird davon ausgegangen, dass die Biofilmstruktur durch
Ultraschallwellen aufgebrochen und Bakterien aus der Matrix freigesetzt werden.
Dadurch konnen die Bakterien in ihren planktonischen Phénotyp konvertiert und
erfolgreicher kultiviert werden (Hall-Stoodley ef al., 2012). Karbysheva et al.
zeigten kiirzlich, dass durch die Behandlung mit Ultraschall die Biofilmstruktur bei
S. epidermidis, S. aureus, E. coli und P. aeruginosa erfolgreich zerstért werden

konnte (Karbysheva et al., 2020).

Weitere, die Bakterienkultur ergéinzende Diagnostikmethoden sind PCR und FISH
(fluorescent in situ hybridization). Durch die hohe Sensitivitit der PCR kann auch
eine geringe Anzahl an Bakterien nachgewiesen werden. FISH bietet die

Moglichkeit des spezifischen in-situ-Nachweises von Mikroorganismen im
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Gewebe sowie die rdumliche Darstellung von Bakterienaggregaten und den
umliegenden Zelltypen. Durch Hybridisierung eines durch Fluoreszenz markierten,
spezifischen Markers an die ribosomale RNA konnen Bakterien identifiziert und
sichtbar gemacht werden. In Kombination mit der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) kann so erkannt werden, ob beteiligte Bakterien in
Aggregaten vorliegen, ob es sich um einen polymikrobiellen Biofilm handelt und
welches Ausmal3 der Biofilm auf der Oberfliche annimmt. Gleichzeitig wird
Biofilm-EPS sichtbar, die meist einen groferen Anteil des Biofilms ausmacht als

die Bakterien selbst (Hall-Stoodley et al., 2012).

Electron Spray lonization Mass Spectrometry (ESI-MS) kombiniert universelle
Primer (z. B. 16S rRNA Gene) mit Genera- und Spezies-spezifischen Haushalts-
oder Antibiotika-Resistenz-Genen, um Nukleinsdure-Sequenzen in der Probe zu
amplifizieren, ohne vorher die Spezies zu kennen. Durch mikrobielle Signaturen
konnen bakterielle und fungale Pathogene so bis zum Spezies-Level identifiziert
werden. Im Vergleich zum Kulturnachweis ist diese Methode weitaus zeitsparender
und ermoglicht die Identifizierung eines Pathogens in einem Schritt auf Spezies-
Level. Zur Validierung koénnen im Anschluss in-situ-Methoden wie FISH und
CLSM angewendet werden, um mikrobielle Aggregate nachzuweisen (Costerton et

al., 2011, Hall-Stoodley et al., 2012).

Phylogenetische Sequenzierung ist ein weiterer Ansatz mit hoher Durchsatzleistung
fir den Nachweis von Bakterien ohne Kultur oder PCR. Bakterielle
Gemeinschaften in Umwelt, Tier und Mensch konnten so charakterisiert werden.
So ergab die Sequenzierung von bakteriellen Populationen in chronischen Wunden
eine deutlich groBere Diversitét als durch kulturellen Nachweis (Dowd et al., 2008,

Hall-Stoodley et al., 2012).

Auch serologisch basierte Untersuchungen wie der ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) werden in der Biofilm-Diagnostik angewendet. In
CF-Patienten mit Beteiligung von P.-aeruginosa-Biofilm konnen Antikorper
sowohl gegen P. aeruginosa selbst als auch gegen spezifische, von P. aeruginosa
produzierte Toxine wie Elastase, alkalische Protease, Exotoxin A und Alginat

eingesetzt werden (Pressler et al., 2009).

Zur erfolgreichen Diagnostik von Infektionen, die moglicherweise im

Zusammenhang mit Biofilmen stehen, miissen neben der klassischen Kultivierung
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demnach weitere Diagnostikmethoden angewendet werden. Nicht alle Biofilm-
assoziierten Infektionen sind Kultur-negativ — aber durch héufig falsch-negative
Ergebnisse kann eine infektidse Atiologie nach negativer Kultivierung nicht

ausgeschlossen werden (Hall-Stoodley et al., 2012).

Die European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
veroffentlichte 2014 eine Richtlinie fiir Diagnose und Behandlung von Biofilm-
assoziierten Infektionen. Anhand von konkreten Empfehlungen fiir den Umgang
mit typischen Biofilm-assoziierten Infektionen wurde hier ein praxisnaher

Leitfaden geschaffen (Hoiby et al., 2015).
Therapie

Die Wirksamkeit von Antibiotika ist aufgrund der zahlreichen Resistenz- und
Toleranz-Mechanismen von Bakterien im Biofilm deutlich eingeschrinkt. Die
Ansprechbarkeit von Bakterien auf Antibiotika wird in der Regel an planktonischen
Populationen getestet, sodass diese nicht der tatsdchlichen Wirksamkeit bei
Bakterien im Biofilm entspricht (Smith et al., 2003). Miisken et al. betonen daher
die Bedeutung der individuellen Untersuchung der Wirksamkeit von Antibiotika
auf Biofilme. Am Beispiel von CF-Patienten werden Biofilm-Proben aus Sputum
isoliert und deren Ansprechbarkeit auf Aztreonam, Colistin und Tobramycin
untersucht. Verschiedene Methoden wurden entwickelt, um die Antibiotika-
Resistenz von P. aeruginosa unter Biofilm-Bedingungen zu ermitteln und geméf
dem Biofilm-Active-Score einzustufen. Dieser beschreibt die Empfindlichkeit des
Biofilms gegeniiber dem jeweiligen Antibiotikum und wird mittels
lebend-tot-Farbung und CLSM eingestuft (Miisken et al., 2017). Foweraker et al.
machen auBerdem deutlich, dass verschiedene Kolonien desselben Morphotyps von
P. aeruginosa aus CF-Sputum unterschiedliche Ergebnisse in der Antibiotika-

Sensitivitdt aufweisen konnen (Foweraker et al., 2005).

In Kanada wird bereits ein Biofilm Antimicrobial Susceptibility Panel, genannt
BioFILM PA™ (Innovotech Inc) genutzt, das kommerziell erhiltlich und von

Health Canada fiir P. aeruginosa lizenziert wurde (Waters & Ratjen, 2015).

Jiingere Biofilme sind generell empfindlicher gegeniiber Antibiotika als &ltere und
ausgereiftere Biofilme. Daher spielt die Entwicklung von Techniken zur
frithzeitigen Erkennung eine wichtige Rolle, sodass Behandlung und Entfernung

des Biofilms erfolgreicher werden (Donlan & Costerton, 2002).
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Da die alleinige Anwendung von Antibiotika in {iblichen Dosierungen meist nur
unzureichende Ergebnisse in der Bekdmpfung von Bakterien im Biofilm liefert,
sind Methoden zur Hemmung der Biofilm-Bildung und zur Auflésung des
bestehenden Biofilms von grofer Bedeutung. Nachdem die Biofilm-Matrix
aufgebrochen ist und Bakterienzellen zuginglich sind, kann die antibiotische

Behandlung mit besseren Erfolgschancen durchgefiihrt werden.

Die Hemmung des QS ist ein wichtiger Ansatzpunkt zur Unterdriickung der
Biofilm-Bildung. Furanone kénnen, durch ihre strukturelle Ahnlichkeit zu dem QS-
Signalmolekiil AHL kompetitiv an den AHL-Rezeptor binden und dessen Wirkung
schmélern. So kann durch die Behandlung mit Furanonen die Oberflichen-
Aggregation der Bakterienzellen gehemmt werden (Givskov et al., 1996).
Furanon 56 beeinflusst die Expression von QS-relevanten Genen bei P. aeruginosa,
sodass die Biofilm-Struktur verdndert und die Ablosung von Zellen aus dem
Biofilm gefordert wird (Hentzer et al., 2002). Quercetin, ein Flavonoid, beeinflusst
das QS von S. aureus und hemmt so konzentrationsabhidngig die Alginat-
Produktion. Durch die Reduktion der EPS-Produktion wird die initiale Anhaftung
wihrend der Biofilm-Bildung erschwert (Lee et al, 2013). Es wird davon
ausgegangen, dass eine Resistenz gegeniiber QS-Inhibitoren nur durch Mutationen
auftritt, die Bakterien unfdhig fiir QS und die Produktion von Virulenzfaktoren
macht. Sollte sich diese Annahme bewahrheiten, hitte die Entwicklung von
Resistenzen gegeniiber QS-Inhibitoren keine klinische Konsequenz (Hoiby et al.,
2010). Da das QS auch fiir Mechanismen zur Widerstandsfahigkeit gegeniiber dem
Immunsystem wichtig ist, kann durch QS-Inhibition auch die Empfindlichkeit
gegeniiber dem Immunsystem erhoht werden. So zeigten in-vitro- und in-vivo-
Versuche, dass die schwache Wirkung von Antibiotika und PMNs auf P.-
aeruginosa-Biofilme durch QS-Inhibitoren verstérkt werden konnte (Jensen ef al.,

2007, Brackman et al., 2011).

Die Aktivierung der Stringent Response ist ein wichtiger Mechanismus fiir
Bakterien im Biofilm, um unter ndhrstoffarmen Umweltbedingungen und wéhrend
antibiotischen Behandlungen das Uberleben der Bakterien-Population zu sichern.
Zur Aktivierung werden intrazelluldre Signalmolekiile, sogenannte Alarmone
synthetisiert, die bei Akkumulation im Biofilm eine erhdhte Antibiotika-Toleranz
und eine verdnderte Virulenz der Bakterienzellen bewirken (Abranches et al.,

2009). Durch das 1018-Peptid kann die Alarmon-Akkumulation gehemmt, die
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Biofilm-Bildung gestort und schon bestehender Biofilm zerstért werden (de la
Fuente-Nufiez ef al., 2014). Auch das Peptid 1037 war in der Lage, Biofilme von
vielen grampositiven und gramnegativen Bakterien zu reduzieren (de la Fuente-

Nufez et al., 2012).

Die EPS tragt wesentlich zum Schutz der Bakterien im Biofilm bei. Durch die
Auflésung der EPS sind die Bakterienzellen den antibiotischen Wirkstoffen direkt
ausgesetzt. Enzyme wie Polysaccharid-Lyasen (Dispersin B) und DNAsen
(DNAse I) konnen Exopolysaccharide spalten (Stewart, 2015). DNAse I schneidet
eDNA in der Matrix, Dispersin B spaltet Polymere von PNAG und erschwert so die
Aggregation von Bakterien. Dispersin B ist aulerdem in der Lage, EPS-Schichten
auf medizinischen Gerdten aufzulésen (Kaplan, 2009). In Kombination mit
Antibiotika sind diese Enzyme wirksame Substanzen, um Bakterien im Biofilm
abzutdten (Darouiche ef al., 2009). Die Spaltung des Matrixbestandteils Alginat bei
P.-aeruginosa-Biofilmen fiihrt ebenfalls zu besserer Antibiotika-Wirksamkeit.
Hatch und Schiller konnten zeigen, dass durch Alginat-Lyase eine effektivere
Diffusion von Gentamicin und Tobramycin in den Biofilm erreicht werden konnte

(Hatch & Schiller, 1998).

Die Ablosung von Teilen des Biofilms ist ein physiologischer Schritt in der
Verbreitung und Vermehrung der Bakterien im Biofilm. Die Regulation dieser
partiellen Auflosung der EPS erfolgt bei vielen Bakterien iliber den Second
Messenger cyclic di-GMP. Hohe Level an cyclic di-GMP fordern EPS-Synthese
und Biofilm-Formation, niedrige Level fithren zum Aufldsen der Matrix und der
Freisetzung von Zellen (Romling et al., 2013). Durch die Inhibition der Diguanylat-
Cyclase, die fiir die Synthese von cyclic di-GMP verantwortlich ist, kann die
Biofilm-Bildung verhindert werden (Sambanthamoorthy et al., 2012). Zusitzlich
kann der Abbau von cyclic di-GMP durch spezifische Phosphodiesterasen (PDE)
gefordert werden. Barraud et al. zeigten, dass durch Nitritoxid die Aktivitdt der
PDE stimuliert und die Auflésung des Biofilms gefordert werden konnte (Barraud
et al.,2009).

Acyldepsipeptide (ADEP) gehdren einer Klasse von Antibiotika an, die durch eine
unkontrollierte Steigerung der proteolytischen Aktivitit in Bakterienzellen die
Zellteilung verhindern und den Zelltod auslésen (Brotz-Oesterhelt et al., 2005).
Durch die Aktivierung der ClpP-Protease in S. aureus mit ADEP 4 konnten

Persisterzellen der Population eliminiert werden. In Kombination mit Rifampicin
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wurden Persisterzellen, Zellen in der stationdren Wachstumsphase und S.-aureus-
Biofilm-Populationen beseitigt (Conlon et al., 2013). Mitomycin C (MMC), ein
Chemotherapeutikum, zeigt sich ebenfalls wirksam gegeniiber Persisterzellen im
Biofilm. MMC wird passiv durch die Zellmembran transportiert und in der Zelle
aktiviert, worauthin es zu einer Vernetzung der bakteriellen DNA kommt. Kwan et
al. konnten nachweisen, dass MMC dadurch sowohl Stoffwechsel-aktive als auch
Stoffwechsel-inaktive Zellen eliminiert und daher ein potentes Bakterizid in der

Behandlung von E. coli, S. aureus und P. aeruginosa darstellt (Kwan et al., 2015).

Ein weiterer Ansatz, die Bildung und Persistenz von Biofilmen im Korper zu
bekdampfen, ist die Entwicklung von Biofilm-spezifischen Impfstoffen. Bakterien
im Biofilm entwickeln einen eigenen Phénotyp, der sich von dem ihrer
planktonischen Partner unterscheidet. So werden bestimmte Antigene im Biofilm
iiberexprimiert. Bei Studien mit S. aureus konnten einige Antigene identifiziert
werden, die sich als potenzielle Angriffspunkte fiir Impfstoffe eignen konnten. Alt,
das primdre Autolysin von S. aureus, wird unter Biofilm-Bedingungen
iibersynthetisiert. Eine Impfung gegen Alt konnte moglicherweise die Anhaftung
und Biofilm-Bildung von S. aureus verhindern. Ebenso wird Lipase im Biofilm von
S. aureus libersynthetisiert und kdnnte aufgrund ihrer ausgeprigten Immunogenitit

ein weiterer Ansatz zur Impfstoffentwicklung sein (Brady et al., 2006).

Raafat et al. beschiftigten sich kiirzlich mit der Bekdmpfung von S.-aureus-
Biofilmen durch monoklonale Antikorper. Bei in-vitro-Versuchen konnte die
Biofilm-Bildung in verschiedenen Stadien gehemmt werden: Durch Bindung an
Adhisine konnte die initiale Anhaftung reduziert werden, die Inaktivierung von
Oberflachenproteinen zur interzelluldren Bindung beeinflusste die Integritit des
Biofilms und mittels Antikdrpern gegen stabilisierende Matrixproteine wurde die
Abspaltung von Teilen des Biofilms gefordert. Antikdrper gegen Virulenzfaktoren
konnten diese neutralisieren und durch Bindung an die Oberfldche des Biofilms die
Eliminierung durch PMNs und Makrophagen fordern. In klinischen Studien
konnten bisher jedoch keine Verbesserung der Behandlungsergebnisse durch die
Anwendung von Biofilm-spezifischen Antikdrpern erzielt werden. Die
Entwicklung von multivalenten Impfstoffen mit mehreren, moglichst Biofilm-
assoziierten  Angriffspunkten  konnte in  Zukunft dennoch  einen
erfolgsversprechenden Therapieansatz bei der Behandlung von Biofilm-

assoziierten Infektionen darstellen (Raafat et al., 2019).
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Trotz intensiver Forschung in Richtung medikamentoser
Behandlungsmdglichkeiten ist die mechanische Entfernung des Biofilms héufig der
einzige anhaltend erfolgsversprechende Therapieansatz. Chronische Wunden, die
iiberwiegend mit bakterieller Biofilm-Bildung in Zusammenhang gebracht werden,
haben lediglich nach Entfernung von infiziertem, nekrotischem Gewebe und Schorf
eine Chance auf Heilung (Dowsett, 2013). Nach Keast er al. ist die beste
Behandlungs-Strategie bei Wunden mit Biofilm-Beteiligung das addquate Wund-
Débridement mit anschlieBender Abdeckung mit antimikrobiellen Wundauflagen,
um die verbleibenden, planktonischen Bakterien an erneuter Biofilm-Bildung zu
hindern (Keast et al., 2014). Biofilme, die nach Débridement erneut gebildet
werden, sind 24-48 Stunden nach dieser Entfernung empfénglicher gegeniiber
Antibiotika-Behandlungen, sodass ein wiederholtes Débridement sinnvoll sein
kann (Wolcott et al., 2010). Die World Union of Wound Healing Societies brachten
2016 eine Empfehlung zum Management von Biofilm bei der Wundheilung heraus.
Auch hier wird auf die Bedeutung der Biofilm-Reduktion durch Wund-
Débridement und intensiver Reinigung hingewiesen. Kommt es trotz
anschlieBender Behandlung mit Wundauflagen und topischen Antibiotika, um eine
Rekontamination zu verhindern und die Biofilm-Reformation zu unterdriicken,
erneut zur Biofilm-Bildung, muss dieser Vorgang wiederholt werden (Malone et

al., 2016).

In den letzten Jahren hat sich auBerdem die Anwendung von Niederfrequenz-
Ultraschall (low-frequency ultrasound, LFU) bei der Behandlung von chronischen
Wunden etabliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Wirksamkeit von Gentamicin
gegeniiber P.-aeruginosa-Biofilmen nach der Anwendung von LFU verbessert
werden konnte (Cai et al., 2017). Dabei scheint LFU den Transport von Gentamicin
in den Biofilm zu férdern. Ahnliche Ergebnisse wurden bei Untersuchungen mit £.-
coli-Biofilmen erzielt (Carmen et al., 2004). Die regelméBige Anwendung von LFU
in Kombination mit topischen Antibiotika bei Wunden mit P.-aeruginosa-
Biofilmen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion lebender Bakterienzellen.
AuBerdem konnte ein besseres Zusammenspiel von Entziindungsreaktion und

Wundheilung beobachtet werden (Seth ef al., 2013).

Beim Management von Parodontitis steht die mechanische Entfernung des Biofilms
an erster Stelle. Erst nach Entfernung der mikrobiellen Plaques und des infizierten

Gewebes besteht die Chance auf Abklingen des Entziindungsgeschehens und
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Heilung. Ist eine medikamentose Behandlung mit Antibiotika und / oder
immunmodulierenden Substanzen nétig, erfolgt diese erst im Anschluss. Fiir
anhaltenden Erfolg in der Behandlung von chronischer Parodontitis ist eine
lebenslange gute Mundhygiene wichtig, bei der sich neu bildender Biofilm
regelméBig und effektiv entfernt wird (Kinane et al., 2017).

Die Behandlung von CF-Patienten mit P.-aeruginosa-Infektionen setzt sich in den
meisten CF-Behandlungszentren aus einer Kombination von suppressiver
Antibiotikatherapie und schleimldsender Therapie mit DNAse zusammen (Hoiby
et al., 2011). Zur Pravention chronischer Infektionen wird bei intermittierender
Kolonisation die frithzeitige und aggressive Inhalationstherapie mit Colistin,
Ciprofloxacin oder Tobramycin tiber wenige Wochen empfohlen (Doéring & Hoiby,
2004). Besteht bereits eine chronische P.-aeruginosa-Infektion, ist eine lebenslange
tagliche, suppressive Antibiotika-Therapie nétig. Dabei wird die tégliche
Inhalationstherapie mit Colistin oder Tobramycin mit regelmédBigen Zyklen
intravendser Antibiotika-Therapie kombiniert (Doring et al., 2000). Durch die
tagliche Inhalation von DNAse wird P.-aeruginosa-Biofilm aufgelockert und die
Viskositit des Sputums reduziert, sodass dieser leichter abgehustet werden kann
(Frederiksen et al., 2006). Ziel der suppressiven Antibiotika-Therapie ist, die
Abstinde zwischen den Phasen klinischer Verschlechterung zu verlangern und die

Abnahme der Lungenfunktion hinauszuzégern (Heiby et al., 2011).

Infektionen von Medizinprodukten wie Implantaten, die auf bakterielle Biofilm-
Bildung zuriickzufiihren sind, werden nach einem @hnlichen Prinzip behandelt. Als
erster Schritt wird immer die Vorbeugung initialer Kontamination gesehen. Kommt
es zur Kontamination, sollte die mikrobielle Anhaftung an das Produkt minimiert
werden. Wird ein Biofilm gebildet, miissen die Biofilm-Matrix penetriert und
Biofilm-assoziierte Zellen eliminiert werden. Die Entfernung des Implantats stellt
den letzten Schritt in der Behandlung Biofilm-assoziierter Implantat-Infektionen

dar (Donlan & Costerton, 2002).

Es gibt diverse Ansétze zur Pravention bakterieller Anhaftung und Biofilm-Bildung
auf Implantaten und temporér implantierten Medizinprodukten. Dabei kommen vor
allem antimikrobielle Beschichtungen auf Venenverweil- und Blasenkathetern zum

Einsatz (Donlan & Costerton, 2002).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass diverse Biofilm-assoziierte
Infektionen nach einem einheitlichen Schema therapiert werden. Hat sich bereits
ausgereifter Biofilm und dadurch die typische Pathogenese entwickelt, so muss als
ursdchliche Therapie der Biofilm entfernt werden. Im Anschluss kann eine
medikament6se Therapie erfolgen. Lisst die Lokalisation des Biofilms keine
mechanische oder chirurgische Entfernung zu, werden Substanzen zur
enzymatischen Auflockerung des Biofilms angewendet und mit intensiver
antibiotischer Therapie kombiniert. Diese konservative Methode bringt meist
jedoch nur eine Verbesserung der Symptomatik und fiihrt nur in seltenen Féllen zur
Heilung (Donlan & Costerton, 2002, Heiby et al., 2011, Keast ef al., 2014, Kinane
etal.,2017).

3. Leptospiren

3.1. Taxonomie, Morphologie, Epidemiologie

Leptospiren gehoren zur Familie der Leptospiraceae des Bakterien-Stamms der
Spirochaetales. Sie beinhalten sowohl saprophytische als auch pathogene Spezies.
Anhand von DNA-Homologien werden Leptospiren in 20 Spezies eingeteilt, die
sich durch spezifische Oberflichenantigene in mehrere Serogruppen einteilen
lassen, die wiederum verschiedene Serovare beinhalten. Die Leptospirenspezies
werden in neun pathogene, sechs saprophytische und fiinf sogenannte intermediére
Spezies aufgeteilt, deren Virulenz noch nicht experimentell nachgewiesen wurde
(Picardeau, 2013). Von den pathogenen Leptospirenspezies stellt Leptospira

interrogans eine der groBten und verbreitetsten Gruppen dar (OIE, 2018).

Leptospiren sind gramnegative, schraubenformige Bakterien, die sich durch ihre
charakteristische Hakenform von anderen Spirochaeten unterscheiden. Sie konnen
sich durch rotierende Bewegungen in fliissigen Medien fortbewegen und Gewebe
penetrieren (Goldstein & Charon, 1988). Thr Zellkorper besteht aus einem
schraubenformigen, protoplasmatischen Zylinder, zwei periplasmatischen
Endoflagellen und einer Membranhiille, die mit zahlreichen Oberfldchenproteinen

versehen ist (Goldstein & Charon, 1988, Vieira et al., 2014).

Pathogene Leptospiren sind in der Lage, in den Nierentubuli von Nagetieren zu
persistieren. Sie werden iiber den Urin ausgeschieden und infizieren Menschen und

andere Séaugetiere iiber kleine Hautwunden oder Schleimhiute, die mit
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kontaminiertem Wasser in Beriithrung kommen (McBride et al, 2005). Nach
hdmatogener Verbreitung im Wirtsorganismus gelangen die Leptospiren in
samtliche Organe, wo sie — je nach Empfanglichkeit des Wirtes und Virulenz des

Erregers — Organschiden verursachen (Haake & Levett, 2015).

3.2. Leptospirose

Die Leptospirose des Menschen ist eine weltweit verbreitete und potenziell todliche
Zoonose, die in vielen tropischen Regionen endemisch ist. Die Infektion erfolgt
durch direkten oder indirekten Kontakt mit Reservoir-Wirten, die pathogene
Leptospiren iiber den Urin ausscheiden. Die meisten humanen Leptospiren-
Infektionen in endemischen Gebieten verlaufen mild oder asymptomatisch, wobei
die Entwicklung von schwereren Verldufen von folgenden Faktoren abhédngt: von
den epidemiologischen Bedingungen, der Empfinglichkeit des Wirtes, der Serovar
und der Virulenz des Pathogens. Die Symptome der Leptospirose sind meist
unspezifisch (Fieber, Myalgie, Kopfschmerzen) im Sinne einer akuten, febrilen
Erkrankung. Bei schweren Verldufen kommt es zu einer breiten hdmatogenen
Streuung der Pathogene, die zum Multiorganversagen fiihren kann. Dabei kdnnen
Schiden der Leber, hdamorrhagische Verdnderungen der Lunge und Dysfunktionen
der Nieren bis zum Nierenversagen verursacht werden. Wéhrend der
Rekonvaleszenz kommt es hédufig zu Leptospiren-bedingter Uveitis. Diese kann

einmalig oder rezidivierend auftreten (Haake & Levett, 2015).

Die Leptospirose der Tiere ist allgegenwirtig — sie wurde bereits bei zahlreichen
Tierspezies entdeckt. Das Pferd scheint unter den domestizierten Tieren besonders
empfinglich fiir eine Leptospiren-Infektion zu sein, wihrend eine Infektion bei
Katzen selten vorkommt. Nach der Infektion, die meist iiber den Kontakt zu
Schleimhéduten auftritt, folgt eine Phase der Bakteridimie, die mit klinischen
Symptomen einhergehen kann, beim Pferd jedoch meist subklinisch verlduft.
Wihrend dieser Zeit konnen Leptospiren aus dem Blut und den meisten Organen
isoliert werden. Durch das Auftreten von Leptospiren-Antikorpern endet die
Bakteridmie und die Leptospiren verbleiben in den proximalen Nierentubuli, wo sie

sich vermehren und iiber den Urin ausgeschieden werden (Ellis, 2015).

Leptospiren sind auflerdem in der Lage, in Eileiter, Uterus und dem ménnlichen

Genitaltrakt zu persistieren (Ellis, 2015). Die Fahigkeit zur Persistenz im Auge
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mancher Spezies — insbesondere im Auge des Pferdes — kann zu Uveitis und

Erblindung fithren (Hartskeerl et al., 2004).

Untersuchungen zur Seropridvalenz beim Pferd weisen darauf hin, dass das Pferd
fiir eine Vielzahl von Leptospiren-Infektionen empfanglich ist. Insbesondere
Infektionen durch Serovare der Serogruppen Pomona und Grippotyphosa, aber
auch Icterohaemorrhagieae, Autumnalis, Sejroe, Canicola und Ballum konnten

nachgewiesen werden. (Verma et al., 2013, Ellis, 2015).

Um den Durchseuchungsgrad der Kleinsdugerpopulation in Deutschland
festzustellen, untersuchten Cibulski ez al. 299 Kleinsduger aus Pferdestallungen auf
das Vorhandensein von DNA pathogener Leptospiren. AuBerdem wurden 87
Wasserproben aus stehenden Gewdssern und Trankebecken auf Leptospiren-DNA
untersucht. Bei 14 % der untersuchten Kleinsduger und 10 % der Wasserproben war
DNA pathogener Leptospiren durch PCR nachweisbar (Cibulski, 2016, Cibulski &
Wollanke, 2016).

Nach initialer Infektion konnen Pferde periodische Augenentziindungen
entwickeln. Dabei kann die Inkubationszeit zwischen Infektion und erstem
Auftreten von Uveitis-Symptomen stark variieren, beschrieben werden Monate bis
Jahre (Williams et al., 1971, Ellis, 2015). Sie gehen einher mit dem Auftreten
spezifischer Antikdrper im Augeninneren und der Persistenz von Leptospiren im

Auge (Ellis, 2015).

3.3. Leptospiren-Wirt-Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen zwischen Leptospiren und dem Wirtsorganismus wurden
in den letzten Jahren intensiv erforscht, sodass einige Mechanismen zur Bindung
an Wirtsgewebe und der Modulation des Immunsystems durch in-vitro-Studien

nachgewiesen werden konnten (Murray, 2015).

Die Bindung an Oberflichen des Wirtsgewebes ist ein wichtiger Schritt in der
bakteriellen Pathogenese (Kline et al., 2009). Durch in-vitro-Studien konnte die
Bindung von Leptospiren an verschiedene Wirtszellen nachgewiesen werden,
wobei die Bindungskapazitit mit der Virulenz des Erregers korrelierte (Tsuchimoto

et al., 1984, Murray, 2015).

Leptospiren sind dabei in der Lage, an Bestandteile der extrazelluldren Matrix

(EZM) zu binden. Hierzu gehoren Glykosaminoglykane, Faserproteine, Kollagen,
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Laminin, Fibronektin und Proteoglykane (Murray, 2015). Schon 1987 konnte
nachgewiesen werden, dass pathogene Leptospiren an EZM-Bestandteile wie
Fibronektin, Kollagen, Laminin und Hyaluronsdure binden koénnen (Ito &
Yanagawa, 1987). Seitdem wurde eine Vielzahl an Oberflichenproteinen und deren

Bindungskapazitit an EZM-Bestandteile nachgewiesen (Murray, 2015).

Proteine zur Bindung an Fibronektin, Laminin und Elastin ermdglichen die
Invasion ins Gewebe und die Penetration von Gewebeschichten. Auch die
Anhaftung an das Blutgefd3endothel wird erleichtert, woraus Gefdf3schiden und

hédmorrhagische Veridnderungen der Lunge resultieren konnen (Murray, 2015).

Ein weiterer Pathogenititsmechanismus der Leptospiren ist die Beeinflussung der
Hamostase und der Wundheilung. Die Bindung von Fibrinogen verhindert die
Bildung von Fibrin, wodurch die Himostase gestort wird und Blutungen auftreten
(Oliveira et al., 2013). Leptospiren sind auBerdem in der Lage, durch die Bindung
von Plasminogen dieses zu Plasmin zu aktivieren. Aktives Plasmin wirkt als
Protease und kann Fibringerinnsel und EZM-Proteine spalten und Matrix-
Metalloproteasen aktivieren. Die Bindung von Plasminogen durch Leptospiren
kann so zur Gewebeschiddigung beitragen, die wiederum die Streuung der
Leptospiren im Wirt iiber Gewebegrenzen hinaus erleichtert (Oliveira et al., 2013,

Vieira et al., 2013, Murray, 2015).

Leptospirengebundenes Plasmin beeinflusst dariiber hinaus die Anlagerung von
Immunglobulinen und des Komplementfaktors C3b, wodurch die
Komplementaktivierung gestért und die Opsonisierung durch Phagozyten
eingeschriankt wird. Leptospiren konnen so an den Ort des Infektionsgeschehens
wandern, ohne durch das angeborene Immunsystem erkannt zu werden (Vieira et

al., 2011).

34. Biofilm-Bildung

Ristow et al. untersuchten 2008 erstmals die Fiahigkeit der Leptospiren zur Biofilm-
Bildung. Bei 90 % der insgesamt 30 Bakterienstimme aus sieben
Leptospirenspezies konnte eine in-vitro-Biofilm-Bildung nachgewiesen werden.
Dabei wurden L. biflexa (saprophytisch) und L. interrogans (pathogen) genauer
untersucht. Die Biofilm-Bildung von L. biflexa war bei verschiedenen
Inkubationstemperaturen gleichbleibend (21, 30, 37 °C), wihrend L. interrogans
nur bei 30 und 37 °C Biofilm bildete. Generell erfolgte die Biofilm-Bildung bei
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saprophytischen Leptospiren frither (nach zwei bis fiinf Tagen) als bei pathogenen

Leptospiren (im Durchschnitt nach 20 Tagen) (Ristow et al., 2008).

Wie bei anderen Biofilm-bildenden Bakterien erfolgte die Entwicklung des
Biofilms von L. biflexa nach dem bekannten Muster: Anhaftung von planktonischen
Zellen an eine Oberfliche, EPS-Bildung und Reifung des Biofilms sowie im
Anschluss komplette oder teilweise Auflésung des Biofilms (Ristow et al., 2008).
Abbildung 5 zeigt Leptospiren-Biofilm, der auf einer Glasoberfliche gebildet

wurde.
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Abbildung S: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung von L.-interrogans-Biofilm auf
einer Glasoberfliche

Zellaggregate von Leptospiren erscheinen als kugelférmige Strukturen, die in eine Biofilm-Matrix
eingebettet sind. (Ristow et al., 2008)

Leptospiren-Biofilme erschienen als multizelluldre und vielschichtige Strukturen,
in denen Bakterienzellen durch kanaldhnliche Hohlrdume zur Nihrstoffversorgung
verbunden waren (siche Abbildung 5). Die Zusammensetzung der Matrix ist bisher
noch nicht bekannt, genetische Studien weisen aber darauf hin, dass L. biflexa und

L. interrogans zur Biosynthese von Alginat fahig sind (Ristow et al., 2008).
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Vinod Kumar et al. konnten Leptospiren-DNA in natiirlich vorkommenden
Biofilmen in aquatischen Systemen nachweisen. Dabei wurden unter anderem
Biofilme auf Reisbléttern analysiert, die aus Reisanbaugebieten stammten. Obwohl
durch Rasterelektronen-Mikroskopie keine Leptospiren-dhnlichen Strukturen im
Biofilm nachgewiesen werden konnten (siche Abbildung 6), war die Beteiligung
von pathogenen Leptospiren durch molekulargenetische Untersuchungen eindeutig
festzustellen. Die Bildung von Biofilm an Oberflichen in aquatischen Systemen
scheint als Persistenz-Mechanismus genutzt zu werden, um das Uberleben und die
Verbreitung von pathogenen Leptospiren in der Umwelt zu ermoglichen (Vinod

Kumar et al., 2016).

Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung von Biofilm auf der Oberfléiche
eines Reisblatts

Obwohl keine Leptospiren-dhnlichen Strukturen erkennbar sind (moglicherweise nicht ausreichende
VergroBerung), konnte die Beteiligung von pathogenen Leptospiren bei der Biofilm-Bildung auf
Reisblittern durch molekulargenetische Untersuchungen eindeutig nachgewiesen werden. (Vinod
Kumar et al., 2016)

Es wird vermutet, dass Leptospiren auch in der Lage sind, in vivo Biofilme zu bilden
(Ristow et al., 2008, Brihuega et al., 2012). Sowohl in Hinblick auf die
Kolonisation der Nieren asymptomatischer Carrier als auch bei chronischen
Nephritiden wird die Beteiligung von Biofilm vermutet (Ristow et al., 2008,
Monahan et al., 2009). Erst kiirzlich konnten Yamaguchi et al. nachweisen, dass
Zellaggregate von Leptospiren eine Biofilm-dhnliche Struktur in den Nierentubuli
chronisch infizierter Miuse bildeten. Die intermittierende Ausscheidung von
Leptospiren in den Urin chronisch infizierter Tiere konnte durch die Ablosung von

Teilen des tubuldren Biofilms erkldrt werden (Yamaguchi et al., 2018).
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Brihuega et al. konnten in-vivo-Zellaggregate von Leptospiren im Plazentagewebe
infizierter Meerschweinchen nachweisen, die moglicherweise mit der Bildung von

Biofilm einhergehen (Brihuega ef al., 2012).

4. Equine Rezidivierende Uveitis

4.1. Definition und Vorkommen

Bei der Equinen Rezidivierenden Uveitis handelt es sich um eine ein- oder
beidseitig auftretende, akut und chronisch-rezidivierend verlaufende Entziindung
der Uvea, die mit einer serofibrindsen und plasmazelluldren Entziindung von Iris,
Ziliarkorper, Chorioidea und benachbarten Augenstrukturen einhergeht. Die
progrediente Zerstorung intraokularer Strukturen kann zur Atrophie und

Erblindung des betroffenen Auges fithren (Gerhards & Wollanke, 2001).

Die ERU gilt als eine der bedeutendsten Augenerkrankungen bei Pferden und wird
als Hauptursache der Erblindung beschrieben (Deeg et al., 2002, Gilger & Michau,
2004, Gilger & Deeg, 2011). Sie tritt weltweit auf, jedoch mit geographisch
variierender Pravalenz. Fiir Deutschland und Europa gilt eine Pravalenz von bis zu
10 % (Szemes & Gerhards, 2000, Kulbrock, 2013). Als besonders niedrig wird die
Priavalenz in Grof3britannien gesehen, sie liegt hier bei 1 % (Lowe, 2010). In den
USA wird dagegen von einer Pravalenz von bis zu 25 % ausgegangen (Gilger, 2010,

Gilger & Deeg, 2011).

Die Erkrankung kann bei Pferden jeden Alters auftreten, wobei Pferde am
héufigsten zwischen vier und sechs Jahren erkranken. 23 % der betroffenen Pferde
zeigen die ERU an beiden Augen. Nach Wollanke (2002) erkranken in einem
Patientengut von 929 Pferden Wallache héufiger als Hengste und Stuten. Dieses
Ergebnis ist moglicherweise erklarbar durch den stabilisierenden Effekt der
Sexualhormone auf das Bindegewebe, dessen Bestandteile zum Teil auch im
Glaskorper zu finden sind. Die Infektionsanfilligkeit des Glaskorpers kdnnte so
vermindert werden. Des Weiteren wurde eine Rasse-Prédisposition vermutet, da
Warmbliiter, Quarter Horses und Isldnder relativ hiufig betroffen waren (Wollanke,

2002).
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4.2. Einteilung, Symptome und Verlauf

Die ERU kann in eine vordere Uveitis, eine hintere Uveitis und eine Panuveitis
eingeteilt werden (Wollanke, 2002). Bei vorderen Uveitiden kommt es zur
schmerzhaften Entziindung von Iris und Ziliarkorper, die von sero-fibrindsen,
selten auch sero-hdmorrhagischen oder purulenten Ergiissen in die vordere
Augenkammer begleitet ist. Hintere Uveitiden betreffen die Chorioidea, gehen mit
herdférmigen Entziindungen einher und sind weniger schmerzhaft. Da akute
Schmerzsymptome ausbleiben, werden sie hdufig nicht erkannt und es kommt
schleichend zur Erblindung des Auges (Gerhards & Wollanke, 2001). Die
Panuveitis beschreibt die Entziindung aller Gewebe der Uvea, bei der sich sowohl
in der vorderen Augenkammer als auch im  Glaskdrperbereich

Entziindungsprodukte ansammeln (Wollanke, 2002).

Im Folgenden werden Symptome und Verlauf der ERU stichwortartig beschrieben
(Gerhards & Wollanke, 2001, Wollanke, 2002, Gilger & Michau, 2004, Frellstedt,
2009, Gilger & Deeg, 2011):

Modogliche Symptome der akuten Uveitis:

e deutliche Abwehrtrias (Photophobie, Blepharospasmus, Epiphora)

e Odematdse Lidschwellung und vermehrte Warme

o gerdtete Konjunktiven mit injizierten Gefdflen

e diffus hauchartig getriibte Hornhaut

e sero-fibrindser, sero-hdmorrhagischer oder selten purulenter Erguss in der
vorderen Augenkammer

e Miosis

e Glaskorpertriibung

Der akute Schub verlduft meist iiber zwei bis drei Wochen. Nachfolgende,
rezidivierende Entziindungsschiibe treten in unregelmiBigen, meist kiirzer
werdenden Abstidnden auf. In der Regel nimmt die Schwere der Symptomatik mit

jedem weiteren Schub zu.
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Modgliche Folgen chronisch-rezidivierender Entziindungen:

e Bulbusatrophie bis Phthisis bulbi

e chronische Keratitis

e vordere und hintere Synechie, Irisresiduen auf der Linsenvorderfldche

e Linsentriibbung, Prizipitate auf der Linsenriickflédche

e Linsenluxation oder -subluxation

e FEinlagerungen im Glaskorper, Glaskorpertriibbung

e chorioretinale Narben

¢ Netzhautablosung

e Sekundirglaukom aufgrund von gestortem Kammerwasserabfluss durch

Entziindungsprodukte

Es werden drei verschiedene Verldufe der ERU beschrieben: die ,klassische®,
,heimtiickische* und ,hintere ERU. Die klassische ERU tritt am hiufigsten auf
und ist durch akute schmerzhafte, rezidivierende Entziindungsschiibe
gekennzeichnet. Zwischen den Schiiben klingt die Entziindung ab und das Auge ist
reizfrei. Die heimtiickische ERU weist einen schleichenden Verlauf mit subakuten
Entziindungsschiiben auf, die nie ganz abklingen und chronisch verlaufen. Die
Pferde zeigen oft keine deutliche Schmerzsymptomatik, sodass Besitzer hdufig erst
nach Erblindung des Auges reagieren. Die hintere ERU zeigt sich durch
rezidivierende Entziindungsschiibe, die hauptsichlich im Glaskdrperraum ablaufen
und Triibungen des Glaskorpers, Kataraktbildung der Linse, Netzhaut-

Degenerationen und -Ablosungen verursachen.

4.3. Atiologie und Pathogenese

Obwohl der Zusammenhang zwischen intraokularer Leptospirose und ERU bereits
in mehreren Studien zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, wird die Atiologie
der ERU bis heute von manchen Autoren kontrovers diskutiert (Gerhards &
Wollanke, 2001, Wollanke, 2002, Wollanke et al., 2004, Deeg, 2008, Gilger &
Deeg, 2011). So wird die ERU von manchen Autoren als eine
Autoimmunerkrankung beschrieben und nicht mit einer okularen Leptospiren-
Infektion in Zusammenhang gebracht. Die Beteiligung von Autoantigenen im Auge
(retinales S-Antigen und IRBP (Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein)) bei
den autoimmunen Entziindungsreaktionen der ERU stiitzt diese Hypothese zwar

(Deeg et al., 2001, Deeg et al., 2002, Deeg et al., 2002, Deeg, 2008), schliel3t eine
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Leptospiren-Infektion als primére Ursache jedoch nicht aus. Infektions-assoziierte
Autoimmunphidnomene sind bei verschiedenen Krankheiten bekannt (Wollanke et

al., 2004).

Wollanke ef al. gelang bei Untersuchungen von an ERU erkrankten Pferdeaugen
zwischen 1998 und 2001 bei iiber 50 % von 358 Glaskdrperproben ein kultureller
Leptospiren-Nachweis, wobei am haufigsten Leptospiren der Serogruppe
Grippotyphosa auftraten. Mittels PCR konnte bei iiber 70 % der untersuchten
Proben Leptospiren-DNA nachgewiesen werden. Die positiven Kulturergebnisse
korrelierten signifikant mit dem Nachweis erhohter Antikorpertiter gegen
Leptospiren im Glaskdrper. Dabei entsprach die durch Mikroagglutinationsreaktion
(MAR) ermittelte Serogruppe bei 96 % der des angeziichteten Leptospiren-Isolats
(Wollanke et al., 2004). Gesell fiihrte zum Vergleich Untersuchungen zu
Leptospiren bei 168 gesunden Pferdeaugen durch. Der kulturelle Ansatz und die
MAR waren bei allen Proben negativ, durch PCR konnte bei lediglich 5 % der
Proben Leptospiren-DNA nachgewiesen werden (Gesell, 2004).

Untersuchungen zu Antikorpertitern aus Glaskorper- und Serumproben ergaben bei
an ERU erkrankten Pferden stets einen signifikant hoheren Wert im Glaskorper als
im Serum, sodass bei 94 % der untersuchten Augen eine intraokulare Antikorper-

Produktion bestdtigt werden konnte (Wollanke, 2002).

Durch Vitrektomie und dadurch Entfernung der ursdchlichen Leptospiren konnte
bei 98 % der Pferde Rezidivfreiheit erreicht werden (Wollanke et al., 2004,
Schinagl, 2017). Des Weiteren zeigten sich die Antikorpertiter in operierten Augen
rickldufig und waren ein Jahr nach Vitrektomie nicht mehr in der MAR

nachweisbar (Wollanke et al., 2004).

Wurden Antikorpertiter im Serum von augengesunden Pferden mit an ERU
erkrankten Pferden verglichen, konnte kein signifikanter Unterschied erkannt
werden. Die Seropréivalenz lag in beiden Gruppen bei mindestens 75 % (Wollanke,

2002, Gesell, 2004, Wollanke et al., 2004).

Immunbhistologische Untersuchungen konnten bei an ERU erkrankten Augen eine
Infiltration von T-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen nachweisen, die
bei Untersuchungen von gesunden Augen nicht erkennbar waren (Dubielzig, 1997,
Romeike et al., 1998, Gilger et al., 1999). Dabei konnten Plasmazellaggregate im

Bereich des Ziliarkorper-Epithels dargestellt werden, die vermutlich fiir die
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intraokulare Antikdrper-Produktion im Zuge der ERU verantwortlich sind

(Dubielzig, 1997, Romeike et al., 1998).

Die typischerweise mit chronischen Infektionen einhergehende Ablagerung von
AA-Amyloid konnte auch bei an ERU erkrankten Augen festgestellt werden
(Ostevik et al., 2014, Linke et al, 2019). AA-Amyloid entsteht durch
unvollstindige Proteolyse von Serum Amyloid A (SAA), das bei chronischen
Entziindungen tiiber ldngere Zeit erhoht vorliegt (Papa & Lachmann, 2018).
Waldner et al. untersuchten den intraokularen SAA-Wert von an ERU erkrankten
Augen im Vergleich zu gesunden Augen und konnten einen signifikant hoheren
SAA-Wert bei Augen mit intraokularer Leptospiren-Infektion feststellen. Dabei
korrelierte die Menge des nachgewiesenen SAA mit der Hohe des intraokularen
Antikorpertiters gegen Leptospiren (Waldner, 2017, Waldner ef al., 2018). Linke
et al. wiesen eine intraokulare SAA-Produktion durch Epithelzellen nach, die im
Zuge der ERU im Auge ausgeldst wird. Die Ablagerung von AA-Amyloid im
Auge, besonders im Bereich des Ziliarkorpers und im Kammerwinkel, fiihrt zur
Zerstorung des Ziliarkorpers, zu einem verminderten Kammerwasser-Abfluss und
zur Entstehung eines Sekundirglaukoms (Linke et al., 2019). Histologische
Untersuchungen mit chronisch an ERU erkrankten Augen zeigten mittel- bis

hochgradige Amyloidablagerungen auf dem Ziliarkorper (Cielewicz, 2014).

Erst kiirzlich wurde auBBerdem eine Beteiligung von NETs in der Pathogenese der
ERU nachgewiesen. Im Vergleich zu gesunden Pferdeaugen konnte in an ERU
erkrankten Augen eine groflere Menge an NET-Markern festgestellt werden. Durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen von Glaskorpermaterial an ERU
erkrankter Augen konnte sowohl eine vesikuldre NET-Bildung als auch eine NET-

Freisetzung durch Membranruptur und Zelllyse dargestellt werden (Fingerhut ez al.,

2019).

Es wird davon ausgegangen, dass sich die Mehrzahl der Pferde im jungen Alter mit
Leptospiren infiziert (Wollanke, 2002). Werden friihzeitig schiitzende Antikorper
gebildet, kann je nach Virulenz der Leptospiren und Infektionsdosis eine
intraokulare Infektion verhindert werden (Wollanke et al., 2004). Wandern die
Leptospiren dennoch ins Augeninnere ein, kdnnen diese Monate bis Jahre dort
persistieren, ohne eine Entzlindungsreaktion auszulosen (Williams et al., 1971,
Wollanke et al., 2004). Immunsuppressive intraokulare Mechanismen kdnnten

dabei eine Rolle spielen, da das Auge als immunologisch privilegierter Ort
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iiberschiefende Immunreaktionen effektiv zuriickdrangen kann. Wihrend dieser
Phase werden die Erreger im Auge mdoglicherweise nicht ausreichend erkannt und

eliminiert (Wollanke, 2002, Wollanke ef al., 2004, Gilger & Deeg, 2011).

Wie genau Leptospiren im Auge die rezidivierenden Uveitisschiibe auslosen, ist
nicht abschlieBend geklirt. Fakt ist aber, dass es im Zuge der Uveitis zu einem
Zusammenbruch der Blut-Augen-Schranke kommt, worauthin immunkompetente
Zellen in das Augeninnere eindringen konnen. Das Gleichgewicht zwischen
immunsuppressiven und immunstimulierenden Mechanismen ist gestort und es
kommt zu iiberschieBenden Immunreaktionen, die das Augeninnere schidigen
(Deeg et al., 2002, Wollanke et al., 2004, Gilger & Deeg, 2011). Dabei werden
moglicherweise ursidchliche Leptospiren eliminiert und das Gleichgewicht im Auge
wiederhergestellt, sodass der Uveitisschub selbstlimitierend abklingt (Williams ef
al., 1971, Wollanke, 2002). Die vollstaindige Erregerelimination ist jedoch nicht
moglich. Im Auge zuriickbleibende Leptospiren persistieren im Glaskdrperraum
und bleiben zwischen den Entziindungsschiiben vor dem Immunsystem versteckt

(Wollanke, 2002).

Es gibt verschiedene Theorien liber das Auslésen der Uveitiden. Wollanke vermutet
dabei unter anderem eine Vermehrung der (versteckten) Leptospiren, die dadurch
einen erneuten Antigen-Kontakt herstellen und eine Entziindung auslésen. Auch
die Entstehung von lokalen Immunkomplexen wird vermutet, die durch stindige

Leptospirenprédsenz gebildet, gegen diese aber unwirksam sind (Wollanke, 2002).

Verma et al. wiesen nach, dass gegen Leptospiren gerichtete Antikdrper auch an
Linsen- und retinale Proteine binden und so zur autoimmunen Pathogenese der
ERU beitragen konnen. Dabei identifizierten sie die Leptospirenproteine LruA und
LruB (Leptospiral recurrent uveitis associated proteins A und B), die vermutlich
dhnliche immunrelevante Epitope besitzen wie Proteine im Auge. Kreuzreaktive
Wechselwirkungen der Antikorper scheinen so zur Schwere der autoimmunen

Reaktionen beizutragen (Verma et al., 2008, Verma et al., 2010).

4.4. Diagnose

Fiir die klinische Diagnose der ERU ist eine umfassende ophthalmoskopische
Untersuchung und gezielte Anamneseerhebung von grofler Bedeutung. Konnen
dabei Anzeichen akuter oder vorangegangener Entziindungsschiibe im Auge

festgestellt werden (siehe 3.2) und sind vorberichtlich wiederholt schmerzhafte
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Phasen aufgetreten, kann klinisch von einer ERU gesprochen werden (Gilger &

Deeg, 2011).

Sprechen ophthalmoskopische Befunde und / oder Vorbericht nicht eindeutig fiir
das Vorliegen einer Leptospiren-bedingten Uveitis, sollte zur Sicherung der
Diagnose eine Kammerwasserprobe aus der vorderen Augenkammer entnommen
und untersucht werden. Dabei kann das Vorliegen von Leptospiren-Antikdrpern
durch MAR oder ELISA getestet und Leptospiren-DNA durch PCR nachgewiesen
werden (Wollanke et al., 2004, Roczek, 2008, Loibl, 2009, Loibl et al., 2018).
Aufgrund der hohen Seroprivalenz bei augengesunden Pferden eignet sich eine
serologische Untersuchung auf Leptospiren-Antikorper nicht zur Diagnosestellung

(Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Wollanke et al., 2004).

4.5. Therapie und Prognose

Die Hauptziele der Therapie der ERU liegen im Erhalt der Sehkraft und der
Kontrolle der intraokularen Entziindung, um bleibende Schéden des Auges und
wiederkehrende Schmerzen zu verhindern (Gerhards & Wollanke, 2001, Gilger &
Michau, 2004, Gilger & Deeg, 2011). Beim akuten Uveitisschub ist lediglich eine
symptomatische Therapie mit Mydriatika (Atropin) und Antiphlogistika moglich —
langfristig ist sie jedoch nicht in der Lage, die Erblindung des Auges zu verhindern
(Gerhards & Wollanke, 2001, Wollanke, 2002, Gilger & Michau, 2004). Durch die
Pupillen-erweiternde Wirkung von Atropin-haltigen Augenmedikamenten soll der
Synechiebildung vorgebeugt werden, durch die antiphlogistische Therapie
(Dexamethason lokal, Phenylbutazon oder Flunixin-Meglumin systemisch)

Schmerzen und Entziindung reduziert werden (Gerhards & Wollanke, 2001).

Um wiederkehrende Uveitisschiibe zu verhindern, hat sich die Vitrektomie zur
Entfernung intraokularer Leptospiren und Entziindungsprodukte bewéhrt und als
hochst effektiv gezeigt (Frithauf ef al., 1998, Gerhards ef al., 1999, Gerhards &
Wollanke, 2001, Schinagl, 2017). Unter transpupilldrer Kontrolle wird durch das
gleichzeitig schneidende und absaugende Vitrektom das Glaskorpermaterial zu
mindestens 90 % entfernt und der Glaskorperraum bei konstantem
Augeninnendruck mit balancierter Salzlosung aufgefiillt (Gerhards & Wollanke,
2005). Wird die Operation rechtzeitig durchgefiihrt, kann fiir die Rezidivfreiheit
und den Erhalt der Sehfdhigkeit eine sehr gute Prognose gestellt werden (Werry &
Gerhards, 1992, Frihauf et al., 1998, Gerhards et al., 1999, Gerhards & Wollanke,
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2001, Wollanke, 2002, Schinagl, 2017). Einer retrospektiven Langzeitstudie
zufolge, die den Therapieerfolg von Pferden bis 18 Jahre nach OP untersuchte,

konnte durch die Vitrektomie eine Rezidivfreiheit von 96,3 % erzielt werden

(Schinagl, 2017).

Als weitere chirurgische Therapiemethode wird — vor allem in den USA — das
Einsetzen eines Cyclosporin A (CsA) -Implantats in den Subarachnoidalraum des
Auges praktiziert. Durch das konstante Freisetzen von CsA in den Ziliarkorper soll
eine immunsuppressive Wirkung erzielt werden. Diese Methode eignet sich
allerdings nur bei Pferden, die gut auf eine entziindungshemmende Therapie
ansprechen, nach Absetzen der Therapie jedoch friithzeitig neue Schiibe erleiden.
Limitierend ist auBerdem die Tatsache, dass der Wirkspiegel des Implantats nur
iiber einen Zeitraum von etwa drei Jahren aufrechterhalten werden kann und das
Implantat im Anschluss erneuert werden muss (Gilger & Deeg, 2011, Kleinpeter,
2019). Eine Verbesserung der Sehfdhigkeit durch die Entfernung von entziindlichen
Einlagerungen im Glaskorper kann — im Gegensatz zur Vitrektomie — ebenfalls

nicht erreicht werden (Toth, 2006).

Zudem wird in den letzten Jahren die intravitreale Gentamicin-Injektion als
mogliche Therapiemethode der ERU untersucht. Dabei werden unter Sedation oder
Allgemeinanésthesie 4 mg bzw. 6 mg Gentamicin in den Glaskdrperraum injiziert
(Fischer et al., 2019, Kleinpeter, 2019, Launois ef al., 2019). Durch die Bindung
von Gentamicin an intraokulare Proteine soll trotz geringer Konzentration ein
hoher, langanhaltender Wirkspiegel erreicht werden (Kleinpeter, 2019). Die
Ergebnisse vorliegender Studien zeigten Erfolgsraten von 60 - 90 % fiir eine
Rezidivfreiheit und 70 % in Hinblick auf den Visuserhalt (Fischer et al., 2019,
Kleinpeter, 2019, Launois et al., 2019). Dabei konnten Augen im fortgeschrittenen
Stadium der ERU in Hinblick auf den Visuserhalt weniger von der Injektion
profitieren, da im Gegensatz zur Vitrektomie Visuseinschrankungen durch
Glaskorpertriibungen und Entziindungsprodukte im Glaskdrper nicht beeinflusst
werden konnen (Kleinpeter, 2019). Da bisherige Studien keine Langzeiterfolge in
Bezug auf Visuserhalt und Rezidivfreiheit liefern konnen (letzter
Untersuchungszeitpunkt maximal drei Jahre nach Injektion), kann bisher keine

langfristige Prognose gestellt werden.
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4.6. Untersuchungen mit Glaskorper an ERU erkrankter Augen

Abgesehen von Kultur, PCR und verschiedenen Antikorper-Tests auf Leptospiren
(Wollanke, 2002, Wollanke et al., 2004, Loibl, 2009, Loibl et al., 2018) wurden mit
im Rahmen von Vitrektomien gewonnenen Glaskdrperproben aus an ERU

erkrankten Augen weitere Untersuchungen durchgefiihrt.

Der Glaskorper fiillt den Raum zwischen Netzhaut, Linse, Zonulafasern und
Ziliarkorper, umfasst beim Pferd ein Volumen von ca. 28 ml und macht so etwa 4/5
des gesamten Augapfel-Volumens aus (Wissdorf ez al., 2002). Er besteht aus einem
gelartigen Material, das sich aus extrazelluldrer Matrix mit einem Wasseranteil von
iber 98 % zusammensetzt. Die Gelstruktur wird durch ein Netzwerk aus
unverzweigten Kollagenfibrillen aufrechterhalten, das Kollagen vom Typ II, V/XI
und IX enthélt. Weitere Bestandteile sind Glykosaminoglykane wie Hyaluronsiure,
Chrondroitinsulfat und Heparansulfat (Bishop, 2000). Abbildung 7 zeigt eine
elektronenmikroskopische Darstellung des Glaskorpergeriistes eines gesunden

Pferdeauges.

Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Darstellung des Glaskorpergeriistes eines gesunden
Pferdeauges (Wollanke, 2002)

Der Glaskorper kann in die Glaskdrperbasis (im Bereich des Ziliarkdrpers), die
Glaskorperrinde (der Netzhaut anliegend) und das Zentralgel (zentraler Bereich des
Glaskorpers) eingeteilt werden (Mahajan & Skeie, 2014). Der gesunde Glaskorper
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ist weitestgehend azellulér, es befindet sich lediglich eine geringe Konzentration an

Hyalozyten (Glaskorperzellen) in Glaskdrperrinde und -basis (Bishop, 2000).

Das Auge als immunprivilegiertes Organ wird durch verschiedene Mechanismen
vor (iiberschiefenden) Entziindungsreaktionen geschiitzt. Dabei verhindert die
Blut-Augen-Schranke als physische Barriere den Ein- und Austritt von
Immunzellen und Makromolekiilen. Zusétzlich hemmen immunsuppressive
Faktoren, die zellgebunden oder geldst vorliegen, die Aktivitdt immunkompetenter
Zellen im Auge (Zhou & Caspi, 2010). Wahrend eines Uveitis-Schubes im Zuge
der ERU kommt es jedoch zu einem Zusammenbruch der Blut-Augen-Schranke,
woraufhin immunkompetente Zellen in das Augeninnere eindringen kdnnen. Das
Gleichgewicht zwischen immunsuppressiven und immunstimulierenden
Mechanismen ist gestort, sodass es zu iiberschieBenden Immunreaktionen kommt

(Deeg et al., 2002, Wollanke et al., 2004, Gilger & Deeg, 2011).

Untersuchungen zur Zelldichte im Glaskorper an ERU erkrankter Augen zeigte eine
signifikant hohere Zelldichte als im Glaskorper gesunder Augen. Dabei nahm der
Zellgehalt mit dem Fortschreiten der ERU zu — mit steigender Glaskdrpertriibung
und zunehmenden Einlagerungen im Glaskorper war auch eine hohere Zelldichte
nachweisbar. Plasmazellen und Makrophagen waren vermehrt in den
Einlagerungen im Glaskorper erkennbar, wiahrend sich Lymphozyten vorrangig in

den fliissigen Anteilen des Glaskorpers befanden (Roth, 2013, Roth et al., 2014).

Die zunehmende Zellzahl ergédnzt Ergebnisse vorausgegangener Studien, in denen
gezeigt werden konnte, dass der Grad der Glaskorpertriibung mit der Hohe der
Antikorpertiter korreliert (Wollanke, 2002).

Elektronenmikroskopische Darstellungen von Glaskorperproben an ERU
erkrankter Pferde zeigten Leptospiren, die von einer Schicht feinkdrniger Substanz
umgeben sind (siche Abbildung 8 links) (Niedermaier, 2002, Brandes et al., 2007).
Bei experimenteller Injektion von Kulturleptospiren in ein gesundes Pferdeauge
und anschlieBender Gewinnung der Glaskdrperprobe konnte diese Substanz nicht
nachgewiesen werden (siche Abbildung 8 rechts) (Niedermaier, 2002). Brandes et
al. vermuten, dass Leptospiren in an ERU erkrankten Augen durch die Verédnderung
ithrer Oberflidche vor dem Immunsystem geschiitzt sein kdnnten. Dabei kdnnte eine
Maskierung der Leptospiren durch Wirtsproteine eine Rolle spielen (Brandes et al.,

2007).
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Darstellung von Leptospiren aus
Glaskorperproben

™\

Links: Darstellung von Leptospiren (-anschnitten) aus Glaskorpermaterial an ERU erkrankter
Pferde. Auf der Zelloberflache ist eine feinkornige Substanz zu erkennen. Rechts: Darstellung von
Kultur-Leptospiren nach experimenteller Injektion in ein gesundes Pferdeauge. Die Zelloberflidche
erscheint hier glatt und ohne Auflagerungen. (Niedermaier, 2002)

Brandes ef al. untersuchten auBlerdem ein Pferdeauge, das zum Zeitpunkt der
Vitrektomie klinische Anzeichen eines akuten Uveitis-Schubes zeigte. Im
Vergleich zu den Augen, die im entziindungsfreien Intervall vitrektomiert wurden,
konnten deutlich mehr freie Leptospiren nachgewiesen werden. Hier waren
auBerdem zahlreiche intakte Entziindungszellen (Makrophagen, PMNs,
Plasmazellen und Lymphozyten) erkennbar. Abbildung 9 zeigt eine Leptospire, die
durch einen neutrophilen Granulozyt phagozytiert wird und eine den
Kulturleptospiren dhnliche Zelloberfliche aufweist. Der neutrophile Granulozyt
war auflerdem von kugelférmigen Strukturen umgeben, die zum Teil phagozytiert

wurden (Brandes et al., 2007).
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Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Darstellung eines Phagozyten mit intrazelluléirer
Leptospire

Darstellung eines neutrophilen Granulozyten mit phagozytierter Leptospire aus Glaskorpermaterial
eines Pferdes, das zum Zeitpunkt der Vitrektomie klinische Anzeichen einer Uveitis zeigte. Die
Oberflache der phagozytierten Leptospire erscheint relativ glatt. In der Umgebung des Phagozyts
befinden sich kugelférmige Strukturen, die zum Teil phagozytiert wurden. (Brandes et al., 2007)

Zur Evaluierung einer moglichen Therapiemethode der ERU mit systemischen
Antibiotika wurden Glaskdrperproben nach intravendser Enrofloxacin-Therapie
auf Leptospiren untersucht. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne antibiotische
Vorbehandlung war der kulturelle Nachweis zwar tendenziell schwieriger, ein
signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht festgestellt werden. Obwohl die
Enrofloxacin-Konzentration im Glaskdrper deutlich {iber der in vitro bestimmten
MIC und MBC von Leptospiren lag, war der kulturelle Nachweis von Leptospiren
aus Glaskorpermaterial antibiotisch behandelter Pferde noch bei 30 % positiv

(Popp, 2011, Popp et al., 2013).
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IV. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Uberblick iiber die bakterielle Biofilm-
Bildung und ihre Beteiligung bei persistierenden Infektionen anhand der
bestehenden Literatur geschaffen. Die Equine Rezidivierende Uveitis ist eine durch
Leptospiren ausgeldste, chronische Erkrankung des Pferdeauges, bei welcher
Leptospiren ~ im  Glaskorperraum  persistieren  und  rezidivierende
Entziindungsschiibe auslosen. In der folgenden Diskussion wird gezeigt, dass sich
die Merkmale Biofilm-assoziierter Infektionen auch in der Pathogenese der ERU
wiederfinden und daher eine Beteiligung von Leptospiren-Biofilm bei der ERU
anzunehmen ist. Dariiber hinaus werden Parallelen in der Diagnostik und in

Therapieansitzen diskutiert und die mogliche Biofilm-Bildung im Glaskorper

dargestellt.
1. ERU als Biofilm-assoziierte Infektion
1.1. Typische Merkmale Biofilm-assoziierter Infektionen

Nach Hall-Stoodley et al. sollte bei jeder chronischen und rezidivierenden Infektion
das Vorliegen einer Biofilm-assoziierten Infektion vermutet werden (Hall-Stoodley
et al., 2012). Biofilm-assoziierte Infektionen sind typischerweise chronische
bakterielle Infektionen, die durch eine persistente und progressive Pathologie
charakterisiert sind. Als wichtigstes gemeinsames Merkmal wird die persistierende

Entziindungsreaktion in der Umgebung des Biofilms gesehen (Hoiby ef al., 2015).

Die allgemeinen Merkmale von Biofilm-assoziierten Infektionen (siehe 111.2.4.3.1.)
konnen fast vollstidndig in der Pathogenese der ERU wiedergefunden werden. Die
Kriterien zur Definition von Biofilm-assoziierten Infektionen wurden von Parsek et
al. und Hall-Stoodley et al. postuliert (Parsek & Singh, 2003, Hall-Stoodley &
Stoodley, 2009) und konnen wie folgt auf die Eigenschaften der ERU angewandt

werden:

a. Infizierende Bakterien sind an ein Substrat oder an eine Oberfldache

gebunden.

Die Bindung von Leptospiren an ein Substrat oder eine Oberfliche im Auge ist
bisher nicht nachgewiesen. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass sich die

intraokularen Leptospiren im Glaskorper aufhalten und sich dort im Geriist der
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Glaskorperfibrillen vor dem Immunsystem ,,verstecken* konnen. Eine Bindung an
Bestandteile des Glaskorpers ist daher naheliegend — insbesondere, weil nach
Entfernung des Glaskdrpers durch Vitrektomie keine Leptospiren mehr im Auge
nachweisbar sind und die typische Symptomatik der ERU ausbleibt (Wollanke,
2002).

b. Direkte Untersuchung des infizierten Gewebes zeigt Bakterien, die in
Zellaggregaten oder Mikrokolonien leben und von extrazelluldrer Matrix

umgeben sind.

Leptospiren konnen durch mikroskopische Untersuchungen von Glaskorperproben,
die durch die Vitrektomie bei an ERU erkrankten Pferden gewonnen wurden,
dargestellt werden. Dabei zeigen sich sowohl einzelne Leptospiren, die von
extrazellulirem Material umgeben sind (Niedermaier, 2002, Brandes et al., 2007),
als auch kugelformige Strukturen (Brandes et al., 2007), die Abbildungen von
Leptospiren-Biofilm in vitro &hneln. Auf die mogliche Biofilm-Bildung im

Glaskorper wird unter V.2. genauer eingegangen.

c. Die Infektion ist im Allgemeinen auf eine bestimmte Lokalisation
beschriankt. Obwohl eine bakterielle Streuung auftreten kann, handelt es

sich dabei um ein sekundéires Phinomen.

Die hohe Seropréivalenz von Leptospiren-Antikorpern bei Pferden zeigt, dass sich
die meisten Pferde in den ersten Lebensjahren mit Leptospiren infizieren
(Wollanke, 2002). Kommt es zur intraokularen Leptospirose und Manifestation der
ERU, beschrinkt sich die Symptomatik allein auf das Auge. Da die Infektion des
Auges hdmatogen erfolgt und sich das Immunsystem im Zuge der primédren
Infektion mit dem Erreger auseinandersetzt und diesen aus der Blutbahn eliminiert,
ist eine Streuung von Leptospiren aus dem Auge in die Blutbahn und andere Organe

unwahrscheinlich.

d. Die Infektion ist nicht oder nur schwer durch Antibiotika zu eliminieren,
obwohl der verantwortliche Organismus in seinem planktonischen Zustand

sensibel gegeniiber den angewandten Antibiotika ist.

Die intravitreale Gentamicin-Injektion zur Bekdmpfung der Leptospiren im Auge
ist eine Therapiemethode, die bisherigen Studien zufolge eine gute Erfolgsrate in

Bezug auf Rezidivfreiheit zeigt (Fischer et al., 2019). Ob die Leptospiren dadurch
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tatsdchlich aus dem Glaskorper eliminiert werden, ist nicht bekannt. Durch die
Retina-schidigende Wirkung von Aminoglykosiden kann lediglich eine geringe
Dosis Gentamicin gefahrlos injiziert werden (Zachary & Forster, 1976), sodass die
Wirksamkeit in Bezug auf Elimination der Bakterien im Glaskorper fraglich ist.
Derzeit liegen noch keine Langzeitergebnisse zur intravitrealen Gentamicin-
Injektion vor — moglicherweise konnte dadurch aber nur ein kurzfristiger

Therapieerfolg erzielt werden.

e. Kultur-negative Ergebnisse trotz starker Vermutung der Infektion mit dem

betreffenden Erreger

Bei an ERU erkrankten Augen konnen regelmiBig hohe Antikdrpertiter gegen
Leptospiren im Kammerwasser nachgewiesen werden. Vergleiche mit dem
jeweiligen Serum-Antikorpertiter betroffener Pferde weisen auf eine intraokulare
Antikorper-Produktion hin; diese konnte durch den Goldmann-Witmer-
Koeffizienten bestétigt werden (Wollanke et al., 2004). Demnach kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass sich Leptospiren im Auge
befinden. Trotz Optimierung der Kultivierungsbedingungen fiir Leptospiren sind
die Ergebnisse des Kulturnachweises noch bei knapp 50 % der Glaskorperproben
negativ (Wollanke et al., 2001, Wollanke, 2002, Gesell, 2004).

f. Ineffektive Immunabwehr, nachgewiesen durch bakterielle Zellaggregate,

die in wirtseigenem Gewebe von Entziindungszellen umgeben sind

Die bei der Vitrektomie gewonnenen Glaskorperproben zeigen Zellaggregate von
Leptospiren, die jedoch nur vereinzelt von Entziindungszellen umgeben sind.
Grund dafiir konnte sein, dass die Vitrektomie in der Regel nicht im akuten
Entziindungsschub durchgefiihrt wird. Durch die Schutzmechanismen im Auge vor
iiberschieenden Entziindungsreaktionen wird die immunologische Antwort im
entziindungsfreien Intervall erfolgreich unterdriickt, sodass eine Immunreaktion in
der Umgebung des Leptospiren-Biofilms mikroskopisch nicht nachgewiesen
werden kann. Brandes et al. untersuchten Glaskorpermaterial eines an ERU
erkrankten Auges, das zum Zeitpunkt der Vitrektomie klinische Anzeichen einer
Uveitis zeigte. Hier konnten vermehrt Entziindungszellen und freie Leptospiren
nachgewiesen werden, die zum Teil auch phagozytiert vorlagen (Brandes et al.,

2007).
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1.2. Parallelen im Krankheitsverlauf

Beim Vergleich der Pathogenese der ERU mit den klassischen Biofilm-assoziierten
Infektionen wie der Mukoviszidose, der chronischen Wundinfektion und der
Parodontitis konnen zahlreiche Parallelen erkannt werden. Der Beginn der
Erkrankung ist meist subklinisch und es kann bis zum Auftreten der klinischen
Symptome eine relativ lange Inkubationszeit vergehen. Infektionsstudien mit Ponys
zeigten, dass zwischen Infektionszeitpunkt und Auftreten der ersten Uveitis Monate
bis Jahre vergehen konnen (Williams ef al., 1971). Wihrend dieser Zeit scheinen
Leptospiren im Glaskdrper zu persistieren, ohne eine klinische Entziindung
auszuldsen (Wollanke, 2002). Ahnliches wird bei chronischen Wundinfektionen
beobachtet. Nach bakterieller Kontamination kommt es zur Anhaftung von
Bakterien an Wirtsgewebe und der Bildung von Biofilm. Die zunéchst niedrige
Proliferationsrate der Bakterien fiihrt lediglich zu einer stillen Entziindung mit
subklinischen Symptomen (Percival, 2017). Kommt es im Laufe der
Biofilmentwicklung zur vermehrten Freisetzung von Exotoxinen, QS-Molekiilen
und eDNA, wird das Immunsystem zunehmend aktiviert und Gewebeschddigungen
treten auf (Percival et al., 2012, Newton et al., 2017). Moglich wire, dass
Leptospiren nach Eintritt iiber die Blut-Augen-Schranke an Glaskorpermaterial
binden und es dort zunéchst zur stillen Vermehrung und Biofilm-Bildung kommt.
Ist nach Proliferation der Bakterien eine gewisse Konzentration von
QS-Signalmolekiilen im Biofilm erreicht, werden Teile des Biofilms abgespalten
und darin enthaltene Leptospiren bewegen sich frei im Glaskdrperraum. Das
Immunsystem wird durch die freiwerdenden Bakterien getriggert und es kommt zur
Immunreaktion, wodurch die klinischen Symptome einer akuten Uveitis ausgeldst

werden.

Es wird davon ausgegangen, dass Leptospiren im Glaskorper persistieren und erst
bei Vermehrung und Austritt aus dem Glaskorper fiir das Immunsystem erkennbar
sind. Die physiologischen Schutzmechanismen des Auges konnen eine
iiberschiefende Immunreaktion bei niedriger Bakterienzahl im Auge erfolgreich
unterdriicken. Wiahrend der Vermehrung der Leptospiren wird schlieBlich eine
Schwelle erreicht, ab welcher das Immunsystem so stark aktiviert wird, dass diese
Schutzmechanismen nicht mehr wirken und ein Entziindungsschub ausgelost wird
(Wollanke, 2002). Wird dieses Phidnomen unter dem Aspekt der moglichen
Biofilm-Bildung im Glaskorper betrachtet, konnten die Leptospiren im Biofilm
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zundchst vor der Erkennung durch das Immunsystem geschiitzt sein. Bei Studien
mit anderen Bakterien-Stimmen wurde bereits nachgewiesen, dass die
Opsonisierung von Bakterien im Biofilm erschwert ist und Abwehrmechanismen
des Immunsystems dadurch eingeschrinkt sind (siehe 111.2.4.3.2.) (Cerca et al.,
2006, Kristian et al., 2008). Kommt es im Zuge der Abspaltung von Biofilm zur
Freisetzung von Bakterien, gehen diese vom Biofilm-Phénotyp in den
planktonischen Phénotyp tiber und werden fiir das Immunsystem wieder erkennbar
(Rollet et al., 2009, Otto, 2013). Im Fall der ERU konnte die Abspaltung von Teilen
des Leptospiren-Biofilms so eine Immunreaktion auslosen, da plotzlich

freiwerdende, planktonische Leptospiren im Glaskdrperraum vorkommen.

Leptospiren, die sich frei im Glaskorperraum bewegen, kommen mit der Uvea in
Kontakt, 16sen eine intraokulare Antikdrper-Produktion aus und konnen nach
Opsonisierung durch Phagozytose eliminiert werden (Wollanke, 2002).
Untersuchungen durch Brandes et al. unterstiitzen diese Theorie. Sie untersuchten
eine Glaskorperprobe, die wihrend eines akuten Uveitis-Schubes gewonnen wurde
und von einem an ERU erkrankten Pferd stammte. Dabei lieen sich vermehrt freie,
vermutlich planktonische Leptospiren nachweisen, die teilweise intrazelluldr in
Phagolysosomen vorlagen (Brandes et al., 2007). Wihrend dieser akuten
Entziindungsphase kommt es zur Bildung von Antigen-Antikérper-Komplexen, die
iber eine Immunkomplex-mediierte Entziindung das umliegende Gewebe

schiadigen (Wollanke, 2002).

Diese Schidigung des umliegenden Gewebes wird auch bei Mukoviszidose,
chronischen Wunden und Parodontitis beobachtet (Wolcott et al., 2008, Bjarnsholt
et al., 2009, Hall-Stoodley et al., 2012, Kinane et al., 2017). Bakterien im Biofilm
werden durch die massive Entziindungsreaktion jedoch nicht beeinflusst, sodass es
lediglich zur Elimination der planktonischen Bakterien kommt. Die Bildung von
Leptospiren-Biofilm im Auge konnte demnach dazu fiihren, dass die Erreger im
Glaskorper trotz kompetenter Immunreaktionen im Auge persistieren konnen. Der
Uveitis-Schub klingt ohne Therapie in der Regel nach zwei bis drei Wochen ab
(Wollanke, 2002). Da die planktonischen Leptospiren, die den Schub auslésen,
durch die Entziindung eliminiert werden, ist der Glaskorperraum aus Sicht des
Immunsystems darauthin ,,frei*. Immunsuppressive Mechanismen greifen wieder
und ein entziindungsfreies Intervall beginnt. Zwischen den Entziindungsschiiben ist

dementsprechend ein niedriger AntikOrpertiter im Auge nachzuweisen, wahrend im
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akuten Schub die Antikorperproduktion zunimmt und der Titer steigt (Wollanke,
2002).

Die chronische P.-aeruginosa-Infektion bei Mukoviszidose-Patienten ist durch die
Biofilm-Bildung von P. aeruginosa in den Atemwegen und einen dadurch
ausgelosten chronischen Entziindungszustand charakterisiert. Dabei wird das
Lungengewebe durch die anhaltende Entziindung geschidigt, die durch die
Anwesenheit von P.-aeruginosa-Biofilm aufrechterhalten wird. Die Unfahigkeit
des Immunsystems, die Bakterien im Biofilm zu eliminieren, fiihrt so zur Abnahme
der Lungenfunktion, die schlieBlich im Lungenversagen endet. Der progressive
Verlauf ist durch Phasen klinischer Verschlechterung gekennzeichnet, in denen es
zur Abspaltung und Streuung des Biofilms in bisher nicht-infizierte
Lungenbereiche kommt (Bjarnsholt ez al., 2009). Moglich wire, dass planktonische
Leptospiren wéhrend des Uveitis-Schubes zum Teil an neue Bereiche des
Glaskorpers binden und dort weiteren Biofilm bilden. Die Zunahme von Biofilm
im Auge konnte in den Phasen der Biofilm-Streuung zu einer immer héheren
Anzahl an planktonischen Leptospiren im Glaskdrperraum fithren, wodurch die
Immunreaktion mit der Zeit immer gravierender wird. Demzufolge wiirde der
Schweregrad der Uveitiden im Laufe der Zeit zunehmen — ein Phidnomen, das bei

der ERU durchaus beobachtet werden kann (Gilger & Deeg, 2011).

Wie auch bei der chronischen P.-aeruginosa-Infektion scheinen die Leptospiren im
Auge selbst nicht fiir die Gewebeschiddigung verantwortlich zu sein (Wollanke et
al., 2004). Bei Mukoviszidose-Patienten fiihrt die Unféhigkeit des Immunsystems,
die Bakterien im Biofilm zu eliminieren, zu chronischen Entziindungszustinden
und irreversibler Schidigung des umliegenden Gewebes (Bjarnsholt et al., 2009).
Durch die Schutzmechanismen des Auges als immunprivilegiertes Organ kann die
Entziindung zwischen den Uveitisschiiben meist erfolgreich zuriickgedringt
werden (Wollanke et al., 2004). Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der Lunge
um ein Organ, das durch den stidndigen Luftkontakt mit der AuBBenwelt auf ein stets
prasentes und hochreagibles Immunsystem angewiesen ist. Ein vollstindiges
Abklingen der Symptome zwischen den Phasen der Biofilm-Streuung ist aufgrund
der stdndigen Biofilmprdsenz daher sehr unwahrscheinlich, sodass im Gegensatz
zur ERU eine dauerhaft anhaltende Entziindung beobachtet werden kann (Heiby ef
al., 2010).
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Im weiteren Verlauf der ERU kommt es zur progressiven Schidigung der inneren
Augenstrukturen, die ohne Behandlung zur Erblindung fiihrt (Gerhards &
Wollanke, 2001). Eine progressive Gewebeschddigung wird auch bei Parodontitis,
Mukoviszidose und chronischen Wunden beobachtet. Friihzeitiger Zahnverlust bei
Parodontitis und Lungenversagen durch die chronische P. aeruginosa-Infektion bei
Mukoviszidose-Patienten sind dabei Langzeitfolgen dieser Biofilm-assoziierten
Infektionen (Heiby et al.,, 2010, Kinane et al, 2017). Die irreversible
Gewebeschiadigung mit Funktionsverlust des betroffenen Organs stellt daher eine
weitere Gemeinsamkeit zwischen Biofilm-assoziierten Infektionen und der ERU
dar. Die Beteiligung von Biofilm bei der Pathogenese der ERU sollte daher in

Betracht gezogen werden.

1.3. Parallelen in der Diagnostik

Die Diagnostik stellt bei Biofilm-assoziierten Infektionen eine besondere
Herausforderung dar. Im Gegensatz zu planktonischen Bakterien sind Bakterien im
Biofilm deutlich schlechter durch kulturelle Anziichtung nachweisbar. Dabei spielt
die Probennahme eine entscheidende Rolle. Die Bakterien im Biofilm haften an
korpereigenem Gewebe und sind durch die Matrix geschiitzt, sodass durch eine
Beprobung der Biofilm-Umgebung (beispielsweise durch Tupferprobe) hiufig
keine Bakterien nachgewiesen werden konnen. Dagegen werden Gewebeproben
empfohlen, um die Wahrscheinlichkeit der Erregerisolierung zu erhéhen (Hall-

Stoodley et al., 2012, Hoiby et al., 2015).

Die Atiologie der ERU wird bis heute von einigen Autoren kontrovers diskutiert
(Deeg et al., 2004, Deeg, 2008). Dabei ist eines der Hauptargumente gegen die
Leptospiren-Infektion als Ursache der ERU der oft negative Kulturnachweis.
Hierbei muss jedoch deutlich zwischen der Art des Probenmaterials unterschieden
werden. Geht man tatsdchlich von einer Biofilm-assoziierten Pathogenese der ERU
aus, kann die kulturelle Anziichtung von Leptospiren aus Kammerwasserproben
mit der Kultur aus Tupferprobenmaterial verglichen werden. Es wird lediglich die
Umgebung des Biofilms getestet und die Isolierung der Leptospiren ist meist nicht
erfolgreich. Bei Untersuchungen durch Wollanke war der Kulturnachweis aus
Kammerwasserproben von an ERU erkrankten Augen bei knapp 17 % positiv
(Wollanke, 2002). Wird dagegen eine invasivere Beprobung durchgefiihrt (Biopsie
bzw. Glaskorpermaterial durch Vitrektomie), steigen die Chancen des positiven

Kulturnachweises. So kann bei iiber 50 % der Glaskorperproben aus an ERU
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erkrankten Augen ein positiver Leptospiren-Nachweis durch Kultur erzielt werden

(Wollanke et al., 2001, Wollanke, 2002, Gesell, 2004, Wollanke et al., 2004).

Hall-Stoodley ef al. deuten auBBerdem darauf hin, dass die Kultur von Bakterien im
Biofilm dadurch erschwert ist, dass die Umgebungsbedingungen in vivo nicht
ausreichend imitiert werden konnen. Lebende, aber nicht kultivierbare
Bakterienzellen konnten dabei eine Rolle spielen (Hall-Stoodley et al., 2012).
Moglicherweise ist das Vorkommen von nicht kultivierbaren Bakterienzellen in
Leptospiren-Biofilm der Grund dafiir, dass trotz Optimierung der
Kulturbedingungen nur bei knapp iiber 50 % der Glaskdrperproben ein positiver

Kulturnachweis moglich ist.

Bei der Diagnostik von Biofilm-assoziierten Infektionen wird héufig auf die
Diskrepanz zwischen kulturellen und molekulardiagnostischen Nachweismethoden
hingewiesen (Hall-Stoodley et al., 2012). Auch bei der ERU kann durch PCR-
Nachweis aus Glaskorperproben mit hoherer Wahrscheinlichkeit ein positives
Ergebnis auf Leptospiren erzielt werden (70 %), als durch kulturellen Nachweis
(53 %) (Wollanke, 2002). Auch hier konnten lebende, aber nicht kultivierbare
Bakterien im Biofilm eine Rolle spielen. Das Vorkommen von leptospiraler eEDNA

in der Biofilm-Matrix kdnnte zusétzlich zu einem positiven PCR-Nachweis fiihren.

Die Kammerwasserpunktion zur ERU-Diagnostik erfolgt in der Regel nicht im
akuten Entziindungsschub, sondern in Phasen der Symptomfreiheit. Geht man von
einer Biofilm-assoziierten Pathogenese aus, konnten wahrend des Uveitisschubes
moglicherweise mit hoherer Wahrscheinlichkeit Leptospiren durch Kultur oder
PCR nachgewiesen werden. Diesbeziiglich gibt es bisher jedoch keine
Untersuchungen — insbesondere, weil der akute Uveitisschub mit klassischen
Symptomen meist als Merkmal zur Diagnosestellung ausreicht und die
Kammerwasserpunktion dabei an diagnostischem Wert verliert. Findet die
Untersuchung dagegen im reizfreien Zustand statt und sind keine typischen
Verinderungen im Auge zu erkennen, hat die Kammerwasserpunktion zur

Untersuchung auf Leptospiren-Antikdrper einen hohen Stellenwert.

Der Nachweis von Leptospiren-Antikdrpern bei an ERU erkrankten Augen aus
Kammerwasser- und Glaskdrperproben unterscheidet sich im Gegensatz zum
Leptospiren-Nachweis nur gering. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass der

Antikorpertiter wihrend des akuten Entziindungsschubes erhoht ist und nach
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Abklingen der Symptome wieder abnimmt (Wollanke, 2002). Demzufolge scheint
die Antikdrperproduktion wihrend der akuten Uveitis, mdglicherweise durch das
Vorkommen von planktonischen Leptospiren, getriggert zu werden und nach

Elimination der auslésenden Erreger zu sistieren.

1.4. Parallelen im Therapieansatz

Bakterien im Biofilm sind durch ihre zahlreichen Mechanismen zur Resistenz und
Toleranz gegeniiber Antibiotika nur schwer durch eine antibiotische Therapie zu
eliminieren. Die mechanische Entfernung des Biofilms stellt meist den ersten
Schritt in der ursdchlichen Behandlung Biofilm-assoziierter Infektionen dar und ist

héufig die einzige Chance auf anhaltenden Therapieerfolg (sieche 111.2.4.3.4.).

Die erfolgreiche Therapie der ERU setzt sich aus der symptomatischen,
entziindungshemmenden Therapie der akuten Uveitis und der chirurgischen
Entfernung des Glaskorpers durch Vitrektomie zusammen (Gerhards & Wollanke,
2001). Nach Entfernung des Glaskorpers und der darin enthaltenen Leptospiren
bleiben die Entziindungsschiibe aus und es kommt in 96,3 % der Fille zu
anhaltender Rezidivfreiheit (Schinagl, 2017). Wird die ERU unter dem Aspekt der
leptospiralen Biofilm-Bildung im Glaskorper betrachtet, entspricht die Vitrektomie
der mechanischen Entfernung des Biofilms, wodurch ursidchliche Bakterien

entfernt werden und eine weitere Schidigung des umliegenden Gewebes ausbleibt.

Biofilm-assoziierte Infektionen wie chronische Wunden und Parodontitis werden
nach demselben Prinzip behandelt. Zur ursdchlichen Therapie muss zunichst der
Biofilm entfernt werden (infizierte Belége und nekrotisches Material in chronischen
Wunden bzw. Zahnbelag bei Parodontitis). Im Anschluss kann eine lokale
antibiotische Therapie erfolgen, um zuriickbleibende planktonische Bakterien zu
bekdmpfen (Hoiby et al., 2011, Keast et al., 2014, Kinane et al., 2017). Die bei der
Vitrektomie = verwendete  Spiillosung  (Balanced  Salt  Solution)  zur
Aufrechterhaltung des intraokularen Drucks wird mit einer geringen, noch
Netzhaut-vertraglichen Dosis Gentamicin versetzt, sodass es auch bei der
Vitrektomie im Anschluss an die Entfernung des Glaskorpers zur lokalen
antibiotischen Behandlung kommt (Wollanke ef al., 2004). Der Erfolg dieser
Behandlungsmethode konnte wie bei chronischen Wunden oder Parodontitis darin
begriindet sein, dass der Grof3teil der Bakterien durch die Entfernung des Biofilms

entfernt wurden und zuriickbleibende, moglicherweise planktonische Bakterien



IV. Diskussion 79

durch lokale antibiotische Therapie eliminiert und an erneuter Biofilm-Bildung

gehindert werden.

Die antibiotische Therapie der ERU durch intravitreale Gentamicin-Injektion wird
derzeit untersucht. Aufgrund der Netzhaut-schidigenden Wirkung von
Aminoglykosiden gilt die intravitreale Gentamicin-Injektion jedoch als umstritten
(Shikari & Samant, 2016). Untersuchungen zeigten, dass Gentamicin lediglich bis
zu einer Konzentration von 100 pg pro ml Glaskdrper injiziert werden kann, ohne
dass Schiden der Netzhaut auftreten. Bei hoheren Konzentrationen kommt es zu
histopathologischen Verdnderungen der Netzhaut und Erblindung (Zachary &
Forster, 1976). Die bisher praktizierte Injektion von 4 mg bzw. 6 mg Gentamicin
entspricht bei gleichmiBiger Verteilung im Glaskorper des Pferdes einer
Konzentration von 133 pg bzw. 200 pg und ibersteigt damit die gefahrlos
anzuwendende Konzentration. Studien zur Pharmakokinetik von intravitreal
applizierten Substanzen weisen auflerdem darauf hin, dass ihre Konzentrationen im
Glaskorper einer hohen Fluktuation unterliegen (del Amo & Urtti, 2015). Die
Injektion von 0,05 ml einer 100 mg/ml Gentamicinlosung in den Glaskdrper des
Pferdes (Fischer et al., 2019) konnte bei unregelmiBiger Verteilung daher zu
regional sehr hohen Konzentrationen mit potenziell Netzhaut-schiddigender
Wirkung fiihren. In Bereichen mit niedrigen Konzentrationen wird moglicherweise
der nétige Wirkspiegel nicht erreicht, sodass es nicht zur vollstandigen Elimination
der Leptospiren im Glaskorper kommt. Eine weitere Rolle spielt die intravitreale
Clearance, durch die applizierte Substanzen iiber die Blut-Augen-Schranke oder
durch Kammerwasser-Austausch aus dem Auge eliminiert werden.
Niedermolekulare Substanzen zeigen dabei eine schnelle Elimination aus dem

Glaskorper (del Amo & Urtti, 2015).

Die Anwendung von Antibiotika in subinhibitorischen Konzentrationen muss
beziiglich ihrer Auswirkung auf die bakterielle Biofilm-Bildung als besonders
kritisch betrachtet werden. Bei zahlreichen Bakterien-Staimmen kann eine
vermehrte Biofilm-Bildung unter subinhibitorischen Antibiotika-Konzentrationen
festgestellt werden (Ranieri ef al., 2018, Waack & Nicholson, 2018, Penesyan et
al., 2019). Geht man von einer leptospiralen Biofilm-Bildung im Glaskorper aus,
konnte die subinhibitorische Konzentration von Gentamicin in manchen Bereichen
des Glaskorpers zur vermehrten Biofilm-Bildung fithren, wodurch die Streuung von

Biofilm und Freisetzung von planktonischen Leptospiren unterdriickt wird. Die
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beschriebene (voriibergehende) Rezidivfreiheit nach Gentamicin-Injektion konnte
moglicherweise auf vermehrte Biofilm-Bildung und reduzierte Freisetzung von
Leptospiren zuriickgefiihrt werden — nicht jedoch auf die Elimination des Erregers.
Langzeitstudien iiber Rezidivfreiheit nach  Gentamicin-Injektion und
Untersuchungen von Glaskdrpermaterial auf persistierende Leptospiren trotz

Gentamicin-Injektion konnten dariiber Aufschluss geben.

Untersuchungen zur systemischen Enrofloxacin-Therapie bei an ERU erkrankten
Pferden zeigten trotz Erreichen eines (gemd MIC und MBC) adiquaten
Wirkspiegels im Auge keine wesentliche Elimination der Erreger aus dem
Glaskorper. Der im Anschluss durchgefiihrte Kulturnachweis von Leptospiren aus
Glaskorpermaterial war im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne antibiotische
Behandlung etwas weniger erfolgreich, der Unterschied erreichte jedoch kein
Signifikanzniveau (Popp, 2011, Popp et al, 2013). Die eingeschrinkte
Wirksamkeit von Enrofloxacin gegen Leptospiren im Glaskorper kdnnte auf eine
intravitreale Biofilm-Bildung zuriickzufiihren sein. Untersuchungen in vitro
zeigten, dass die Empfindlichkeit von Leptospiren im Biofilm gegeniiber
Antibiotika im Vergleich zu planktonischen Leptospiren deutlich reduziert ist
(Vinod Kumar et al, 2016). Moglicherweise fiihrt die subinhibitorische
Konzentration von Enrofloxacin auch zu vermehrter Biofilm-Bildung, wodurch der

Kulturnachweis im Anschluss erschwert ist.

Die Schiddigung des umliegenden Gewebes durch anhaltende Immunreaktionen
stellt ein Hauptmerkmal Biofilm-assoziierter Infektionen dar. Dementsprechend
kann durch immunsuppressive Therapie eine voriibergehende Besserung der
Symptomatik erzielt werden. Wéhrend des akuten Entziindungsschubs der ERU
kann durch lokale und systemische Therapie mit Kortikosteroiden und NSAIDs die
fortschreitende Schddigung der inneren Augenstrukturen vermindert werden
(Gerhards & Wollanke, 2001). Bei der chronischen P.-aeruginosa-Infektion von
Mukoviszidose-Patienten bringt die symptomatische Therapie mit Kortikosteroiden
ebenfalls voriibergehende Besserung. Da es sich hierbei jedoch um eine chronisch-
anhaltende Entziindung handelt, miisste zur anhaltenden Linderung der
Symptomatik eine dauerhafte Entziindungshemmung angestrebt werden. Die
dauerhafte = Therapie mit systemischen Kortikosteroiden  flihrt  bei
Mukoviszidose-Patienten zu zahlreichen Nebenwirkungen wie Glukoseintoleranz,

Kataraktbildung und Wachstumshemmung (Eigen et al., 1995, Cheng et al., 2000).
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Die lokale Anwendung von Kortikosteroiden erweist sich als schwierig, da
Inhalationspriparate den Ort der Entziindung durch die Schleimbildung in den
Atemwegen nicht effektiv erreichen (Ross et al., 2009). Da die chirurgische
Entfernung des Biofilms in den Atemwegen von Mukoviszidose-Patienten nicht
moglich ist, kann das Fortschreiten der Lungenschidigung nur durch die Inhalation
von sekretolytischen und biofilmauflosenden Praparaten in Kombination mit
intensiver Antibiotikatherapie verlangsamt werden. Ein derartiger Therapieansatz
mit intensiver lokaler Antibiotika-Anwendung wire bei der ERU nicht denkbar, da

das Auge im Vergleich zur Lunge deutlich sensibler auf Antibiotika reagiert.

Die Therapie von Biofilm-assoziierten Infektionen muss trotz der
Gemeinsamkeiten in der Pathogenese stets auf die jeweilige Lokalisation angepasst
werden. Es kann jedoch festgehalten werden, dass die mechanische Entfernung der
Bakterien im  Biofilm die Therapiemdglichkeit mit der groften
Heilungswahrscheinlichkeit darstellt. Obwohl die leptospirale Biofilm-Bildung im
Glaskorper noch nicht eindeutig nachgewiesen wurde, trifft diese These auf die

ERU als moglicherweise Biofilm-assoziierte Infektion gleichermaf3en zu.

2. Biofilm-Bildung im Glaskorper

Nach Eintritt der Leptospiren iiber die Blut-Augen-Schranke sind diese in der Lage,
im Augeninneren zu persistieren und fiir die ERU typische Entziindungsschiibe
auszulosen.  Durch  Untersuchungen von Kammerwasserproben und
Glaskorpermaterial erkrankter Pferde konnte nachgewiesen werden, dass die
Leptospiren dabei im Glaskorperraum lokalisiert sind. Die Entfernung des
Glaskorpers durch Vitrektomie fiihrt in 98 % der Fille zu Rezidivfreiheit und der
intraokulare Leptospiren-Antikorpertiter geht zuriick. Ein Jahr post-OP sind keine
Leptospiren-Antikdrper mehr im Kammerwasser nachweisbar (Wollanke et al.,
2004). Es ist also davon auszugehen, dass sich die intraokularen Leptospiren im

Glaskorper befinden und moglicherweise an Glaskdrpermaterial anhaften.

Leptospiren sind in der Lage, an Wirtsgewebe zu binden und dadurch ins Gewebe
einzuwandern und Gewebeschichten zu penetrieren. Durch in-vitro-Studien konnte
eine Vielzahl von Oberflachenproteinen nachgewiesen werden, die die Bindung an
EZM-Bestandteile ermdglichen. Die Oberflachenproteine LigA, LigB und LipL32
konnen beispielsweise an verschiedene Kollagentypen und Glykosaminoglykane

binden (Murray, 2015).
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Der Glaskorper besteht aus einem gelartigen Material, das durch ein Netzwerk aus
unverzweigten Kollagenfibrillen aufrechterhalten wird (siehe 111.4.6. Abbildung 7)
(Bishop, 2000). Aufgrund der Bindungskapazitit von Leptospiren an Kollagen
wire daher denkbar, dass Leptospiren im Auge an Bestandteile des Glaskorpers
binden. Im gesunden Auge und besonders im Glaskdrper befindet sich nur eine sehr
geringe Anzahl an immunkompetenten Zellen (Niedermaier et al., 2006, Roth,
2013), die eine Einwanderung von Leptospiren in den Glaskorper und die
Anhaftung an Glaskdrpermaterial verhindern konnten. Der Glaskorper stellt durch
den immunprivilegierten Status also die ideale Umgebung fiir eine (zunéchst

unerkannte) Biofilm-Bildung durch eingewanderte Leptospiren dar.

Transmissionselektonenmikroskopische Untersuchungen von Glaskdrpermaterial
aus an ERU erkrankten Augen zeigen Leptospiren, die von einem feinkdrnigen
Material umgeben sind (siche Abbildung 10). Bei experimentell in ein gesundes
Pferdeauge injizierten Kultur-Leptospiren kann dieses Material nicht nachgewiesen
werden (siche Abbildung 11). Demzufolge scheint das Material erst wihrend der

Persistenz der Leptospiren im Auge zu entstehen.

r = N

Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Darstellung von Leptospiren aus an ERU
erkrankten Augen

Die Leptospiren sind von einem feinkornigen Material umgeben, das vermutlich wahrend der
Persistenz im Auge synthetisiert wird. (Niedermaier, 2002)



IV. Diskussion 83

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Darstellung von Kultur-Leptospiren

Bei Kultur-Leptospiren, die experimentell in ein gesundes Auge injiziert wurden, kann das
feinkornige Material aus Abbildung 10 nicht nachgewiesen werden. (Niedermaier, 2002)

Durch Rasterelektronenmikroskopie konnen in ERU-Glaskorperproben aulerdem
kugelformige Strukturen dargestellt werden, aus denen fadige, Leptospiren-
dhnliche Strukturen hervorragen (siche Abbildung 12). Beim Vergleich mit
Mikroskopiebildern von Leptospiren-Biofilm in vitro (siche Abbildung 13) kann
eine deutliche Ahnlichkeit zwischen den kugelfSrmigen Strukturen aus
Glaskorperproben und Biofilm-bildenden Leptospiren-Aggregaten erkannt werden.
Moglicherweise handelt es sich hierbei um leptospiralen Biofilm, der im Glaskorper

gebildet wurde.

Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung von ERU-Glaskdérperproben

Kugelformige Strukturen, aus denen fadige, Leptospiren-dhnliche Strukturen hinausragen.
Maoglicherweise handelt es sich hier um Leptospiren-Biofilm. (Wollanke, 2020)
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Abbildung 13: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung von Leptospiren-Biofilm

Leptospiren-Biofilme in vitro zeigen sich als dicht gepackte, rundliche Zellaggregate umgeben von
Biofilm-Matrix. Auch hier ragen zahlreiche Leptospiren aus der Biofilm-Struktur heraus. (Ristow
et al., 2008)

Der Nachweis von NETs in Glaskorperproben an ERU erkrankter Augen
(Fingerhut et al., 2019) konnte die Theorie einer intravitrealen Biofilm-Bildung von
Leptospiren weiter unterstiitzen. Aufgrund der gegenseitigen Stimulation von
Biofilm- und NET-Bildung am Infektionsort wird vermutet, dass NETs in
Zusammenhang mit Biofilmen auftreten und bei Vorliegen von in-vivo-Biofilm

auch eine NET-Freisetzung nachgewiesen werden kann (Papayannopoulos, 2019).

Obwohl die Biofilm-Bildung von Leptospiren im Glaskdrper noch nicht
abschlieBend nachgewiesen wurde, deuten die vorliegenden Abbildungen sehr
darauf hin. Die Fdhigkeit der Leptospiren zur Bindung an Glaskdrperfibrillen
ermoglicht den ersten Schritt der Biofilm-Bildung: die Anhaftung an eine
Oberfliche. Dies wiirde dem Vorgang entsprechen, der auch fiir die Biofilm-
Produktion von Leptospiren in aquatischen Systemen beschrieben wurde (Vinod

Kumar et al., 2016).

3. Ausblick

Der Wissensstand zur Biofilm-Bildung von P. aeruginosa und S. aureus libersteigt
das Wissen iiber Leptospiren-Biofilm zum jetzigen Zeitpunkt um ein Vielfaches.
Allein die zahlreichen Untersuchungen zu individuellen Matrix-Bestandteilen und
deren Notwendigkeit zur Biofilm-Bildung machen deutlich, dass Biofilme groBer
Diversitdt unterliegen. Bisherige Untersuchungen mit an ERU erkrankten Augen
konnten darauf hinweisen, dass Leptospiren im Glaskorper Biofilm bilden.

Dennoch wird intensive Forschung zu in-vitro-Leptospiren-Biofilmen und ihren
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Matrix-Bestandteilen nétig sein, um endgiiltige Aussagen iiber Leptospiren-

Biofilme in vivo treffen zu konnen.

Die Forschung zur Atiologie der Equinen Rezidivierenden Uveitis und die
Beteiligung von intraokularem Leptospiren-Biofilm ist noch nicht abgeschlossen.
Zukiinftige Untersuchungen im Bereich der Biofilm-Bildung koénnten in den
nichsten Jahren aufschlussreiche Erkenntnisse liefern. Obwohl die Vitrektomie
sich bereits als erfolgreiche Therapiemethode der ERU etabliert hat, kdnnte das
Wissen tiiber die Beteiligung von Leptospiren-Biofilm diesen Therapieansatz — die
Entfernung des ursdchlichen Biofilms bei Biofilm-assoziierten Infektionen — weiter
unterstiitzen. Moglicherweise konnen auch Ansédtze zu weiteren und weniger

invasiven Therapiemdglichkeiten aufgezeigt werden.
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Die Biofilm-Bildung von Bakterien hat in den letzten Jahren zunehmend an
medizinischer Bedeutung gewonnen. Bei vielen chronischen bakteriellen
Infektionen wurde die Beteiligung von Biofilm bereits nachgewiesen.
Biofilm-assoziierte Infektionen werden durch einen chronischen und progressiven
Krankheitsverlauf charakterisiert, der mit immunmediierter Gewebeschidigung

einhergeht.

Die vorliegende Literaturstudie schafft einen Uberblick iiber die bakterielle
Biofilm-Bildung und stellt ihre Bedeutung bei Biofilm-assoziierten Infektionen dar.
Es werden die FEigenschaften von Biofilm und die fiir seine Entstehung
malgeblichen Voraussetzungen erldutert. Die relevanten pathophysiologischen
Mechanismen, die bei dessen Bildung in vivo auftreten, werden anhand
ausgewdhlter  Biofilm-assoziierter —Infektionen beschrieben. Die Equine
Rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine chronische Erkrankung des Pferdeauges, die
durch Leptospiren ausgelost und durch ihre Persistenz im Glaskorper unterhalten
wird. Basierend auf dem aktuellen Forschungsstand wird diskutiert, welche der in
der Literatur dargestellten Mechanismen und Fakten dafiirsprechen, dass es sich bei

der ERU um eine Biofilm-assoziierte Infektion handelt.

Bakterien im Biofilm sind vor der Wirkung des Immunsystems geschiitzt und nur
schwer durch Antibiotika zu eliminieren. Chronische bakterielle Infektionen
werden daher hdufig mit der Bildung von Biofilm in Zusammenhang gebracht. Die
Persistenz der Leptospiren im Glaskdrper 16st wiederkehrende Entziindungsschiibe
aus, die eine Schidigung der inneren Augenstrukturen zur Folge haben und
unbehandelt zur Erblindung des Pferdes fithren. Da Leptospiren im Glaskorper des
Pferdes persistieren und Leptospiren grundsétzlich zur Biofilm-Bildung féhig sind,

wire eine intraokulare Biofilm-Bildung als Persistenz-Mechanismus denkbar.

Beim Vergleich der ERU mit Biofilm-assoziierten Infektionen wie der chronischen
Pseudomonas-aeruginosa-Infektion bei Mukoviszidose-Patienten, Parodontitis
und der chronischen Wundinfektion kdnnen zahlreiche Parallelen in Pathogenese,
Diagnostik und Therapie erkannt werden. Bisher durchgefiihrte Untersuchungen
von Glaskorpermaterial an ERU erkrankter Pferde weisen ebenfalls auf eine

intraokulare Biofilm-Bildung durch Leptospiren hin. Zum jetzigen Zeitpunkt
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scheint die Bildung von Biofilm im Glaskorper des Pferdes sehr wahrscheinlich und
konnte eine Erkldrung sowohl fiir die Persistenz der Leptospiren im Auge als auch
fiir den chronisch rezidivierenden Verlauf bieten. Die intraokulare Biofilm-Bildung
konnte zudem erkldren, warum der Kulturnachweis aus Glaskorpermaterial trotz
begriindeten Verdachts auf eine Leptospiren-Infektion hdufig nicht zuverldssig ist.
Des Weiteren konnten die bei der ERU nachgewiesenen Autoimmunphénomene
durch die Prasenz von Biofilm im Glaskdrper ausgeldst werden. Weitere Forschung
zur Biofilm-Bildung von Leptospiren wird ndtig sein, um die intravitreale

Biofilm-Bildung bei an ERU erkrankten Pferden abschlieend zu bestétigen.
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VI. SUMMARY

The formation of bacterial biofilm has gained increasing medical importance in
recent years. The involvement of biofilm has been demonstrated in many chronic
infections. Biofilm-associated infections are characterized by a chronic and
recurrent course of the disease, which is associated with immune-mediated tissue

damage.

The present literature study provides an overview of bacterial biofilm formation
and presents its importance in biofilm-associated infections. The characteristics of
biofilm and the conditions that are required for its formation are presented. The
relevant pathophysiological mechanisms that occur in vivo during its formation are
described by means of selected biofilm associated infections. Equine Recurrent
Uveitis (ERU) is a chronic disease of the equine eye caused by leptospira and
maintained by their persistence in the vitreous. Based on the current state of
research, it is discussed which of the mechanisms and facts presented in the

literature suggest that ERU is a biofilm associated infection.

Biofilm bacteria are protected from the effects of the immune system and can hardly
be eliminated by antibiotics. Chronic bacterial infections are therefore often
associated with the formation of biofilms. The persistence of leptospira in the
vitreous triggers recurring bouts of inflammation, which damage the internal eye
structures and, if left untreated, lead to blindness in horses. Since leptospira can
survive in the horse's vitreous and are capable of biofilm formation, intraocular

biofilm formation could serve as a persistence mechanism.

When comparing ERU with biofilm-associated infections such as chronic
P. aeruginosa infection in cystic fibrosis patients, periodontitis and chronic wound
infection, numerous similarities in pathogenesis, diagnosis and therapy can be
discovered. Previous investigations of vitreous material in horses with ERU also
indicate intraocular biofilm formation by leptospira. At the present time, the
formation of biofilm in the horse's vitreous seems very likely and could offer an
explanation for both the persistence of leptospira in the eye and the chronic
recurrent pattern of the disease. The intraocular biofilm formation could also
explain why culture from vitreous material is often unreliable despite well-founded

suspicion of an infection by leptospira. Furthermore, the autoimmune phenomena
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observed in ERU could be induced by the presence of biofilm in the vitreous.
Further research on biofilm formation by leptospira will be necessary in order to

conclusively confirm the intravitreal biofilm formation in horses suffering from

ERU.
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