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Zusammenfassung

Einleitung: Die infektiosse Endokarditis (IE) ist trotz Fortschritte der antimikrobiellen und
chirurgischen Therapie weiterhin mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat assoziiert. Die IE ist
eine Biofilm-basierte, bakterielle Infektion des Endokards, v.a. Aorten- und Mitralklappe werden
besiedelt. Die Besiedlung fuhrt oft zu Funktionsstérungen der Herzklappe bis hin zu einer
Herzinsuffizienz. Insbesondere fiir Patienten, die trotz formaler Operationsindikation nicht mit
einer Klappenprothese versorgt werden kénnen, werden alternative Therapieverfahren bendtigt.
Forschungsprojekte in diesem Bereich sind aufgrund der fehlenden Verfiigbarkeit geeigneter
Modelle jedoch bisher nur eingeschréankt moglich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein pulsatiles in vitro — Modell der infektiosen Endokarditis zu
etablieren, in dem unter physiologischen hamodynamischen Bedingungen standardisiert
bakterielle Biofilme auf porcinen Aortenwurzeln erzeugt werden. Dieses Modell soll Grundlage

fur weitere Forschungsvorhaben sein.

Methoden und Ergebnisse: Es wurde ein pulsatiles Zwei-Kammer-Kreislaufmodell konstruiert,
in dem porcine Aortenklappen einer physiologischen Hamodynamik ausgesetzt wurden. In n=3
Sterilitatstests wurde steriles Kulturmedium dber 24 h im System bewegt. Das Medium zeigte
makroskopisch keine Zeichen mikrobiellen Wachstums und in der Kultur konnte kein
Erregerwachstum festgestellt werden.

Es folgten n=4 Etablierungsversuche zur Biofilmerzeugung auf porcinen Aortenklappen mit
Staphylococcus epidermidis PIA 8400 unter steigender Zeitdauer (24 h, 40 h) und Inokulum
(1,5x10* CFU/mI, 1,5x10° CFU/ml) bei einem Herzminutenvolumen von 5 |. AnschlieRend
wurden n=3 Versuche zur Reproduktion der Biofilme mit gleicher Versuchsdauer (24 h) und
Inokulum (1,5x10° CFU/mI) durchgefiihrt. Nach den Versuchen wurden Gewebeschnitte der
Aortenwurzeln mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) auf bakterielle Biofilme
untersucht. Die spezifische Erregerbestatigung erfolgte mittels FISH, Kultur und 16S rRNA-PCR
mit Sequenzierung.

Die n=4 Etablierungsversuche zeigten eine kokkoide Monospezies-Besiedlung der
Herzklappen, deren Intensitat zeit- und inokulumabhangig anstieg. Die n=3
Reproduktionsversuche zeigten Biofilme mit aktiven Kokken und einem Besiedlungsmuster
vergleichbar mit dem einer humanen IE, wie sie mit der FISH nach einer Infektion mit

S. epidermidis beobachtet wurde.

Diskussion: Es wurde erstmalig ein pulsatiles in vitro — Modell der infektiosen Endokarditis
etabliert, mit dem in vitro das Wachstum bakterieller Biofilme von ausgewé&hlten

Mikroorganismen auf porcinen Aortenwurzeln in toto méglich ist und das dartiber hinaus das



Besiedlungsmuster einer humanen IE simuliert. Das Modell soll als Grundlage dienen, um neue
Therapieoptionen der IE zu evaluieren, z.B. eine perkutan implantierbare, antiinfektive
Transkatheterklappe. Auch die Evaluation von antimikrobiellen Beschichtungen auf
Klappenprothesen zur Infektionspravention ist moglich und das System kann neue Einblicke in
die Pathogenese der IE gewdhren, z.B. Uber die Lokalisation von Pradilektionsstellen der

bakteriellen Adh&sion an der Klappe und des Biofilmwachstums.

Abstract

Objective: In spite of the progress in antimicrobial and surgical therapy, infective endocarditis
(IE) is still associated with a high morbidity and mortality. IE is characterized by bacterial
biofilms of the endocardium, especially of the aortic and mitral valve leading to destruction of
the valve. Current research demonstrates that about one quarter of the patients with formal
surgery indication cannot undergo surgery. This group of patients needs further options of
therapy, but due to a lack of models for IE prospects of research are low.

Therefore, the purpose of this project was to establish an in vitro — model of infective
endocarditis to allow growth of bacterial biofilms on porcine aortic valves, serving as baseline

for further research.

Methods and Results: A pulsatile two-chamber circulation model was constructed that kept
porcine aortic valves under sterile, physiologic hemodynamic and temperature conditions. To
exclude external contamination, sterility tests (n=3) with sterile culture media were performed for
24 h. No growth of microorganisms was observed in the system and cultures after plating on
standard media remained negative.

To create biofilms on aortic valves the system was inoculated with Staphylococcus epidermidis
PIA 8400. Porcine aortic roots were incubated in this system for increasing periods of time
(24 h, 40 h) and bacterial titration (1,5x10* CFU/mI, 1,5x10° CFU/ml) with 5 | cardiac output per
minute. After incubation, specimens were embedded and tissue sections were analyzed by
Fluorescence in situ hybridization (FISH) for direct pathogen detection and visualization of the
biofilms. Monospecies colonization was confirmed by FISH, culture and 16S rRNA-PCR with
sequencing. To demonstrate reproducibility of created biofilms further trials with same duration

and titration were performed.



The first tests for biofilm growth showed monospecies colonization consisting of cocci with time-
and inocula- dependent increasing after 24 h and 40 h (n=4). In n=3 experiments for 24 h with
same inocula FISH visualized biofilms with ribosome-containing, and thus active cocci, tissue
infiltration and similar colonization pattern as observed by FISH in human IE heart valves
infected by S. epidermidis.

Conclusion: These results demonstrate the establishment of a novel in vitro — model for
bacterial biofilm growth on porcine aortic roots and furthermore simulating human IE
colonization pattern. The model will allow to identify predilection sites of valves for bacterial
adhesion and biofilm growth and it may serve as baseline for further research on IE therapy and

prevention, e.g. the development of antimicrobial transcatheter approaches to IE. (1, 2)



1. Einleitung: Die infektiose Endokarditis

Der Begriff ,Endokarditis“ (griechisch ,endon® — innen, ,kardia“ — Herz) beschreibt zunachst
entsprechend seiner Wortherkunft eine Entziindung der innersten Herzhaut, dem Endokard.
Das Endokard kleidet alle Herzhdhlen luminal aus und hat einen Schichtaufbau. Die luminalste
Schicht ist ein einschichtiges, flaches Plattenepithel, das Endothel. Die weiteren Schichten
bestehen aus kollagenen und elastischen Fasern und glatten Muskelzellen. Blut-, Lymphgefalle
und Nervenfasern des Erregungsleitungssystems befinden sich hauptsachlich in der
nachsttieferen Schicht basal des Endokards, der Tela subendocardialis. (3, 4) Die 4
Herzklappen entstehen wéahrend der Herzentwicklung aus dem Endokard. (5) Die
Semilunarklappen bestehen ausschlie3lich aus Endothel und Bindegewebe und sind gefalifrei,
wahrend die Atrioventrikularklappen an ihrer Basis auch Anteile von Herzmuskelfasern mit
kleinen begleitenden Gefal3en besitzen. (3, 6, 7) Die nutritive Versorgung der avaskularen

Herzklappenbereiche erfolgt demzufolge vorwiegend tber Diffusion. (8)

Die nahere Bezeichnung einer Endokarditis erfolgt gemafR ihrer Atiologie. Es werden
Endokarditiden mit einer nichtinfektiosen, rheumatisch-entziindlichen Atiologie von denen mit
einer infektiésen Atiologie, der sogenannten infektiosen Endokarditis (IE), unterschieden. Die IE
ist eine Infektionserkrankung, bei der das Endokard bzw. zugehorige Strukturen (z.B. die
Herzklappen) mikrobiell besiedelt werden. Infolge der Infektion kommt es zur namensgebenden
Entziindung des Endokards. Die verantwortlichen Erreger sind sehr haufig Bakterien, selten
sind es Pilze. Damit die Erreger das Endokard besiedeln kdnnen, missen sie in den Blutstrom

gelangen, d.h. Ausgangspunkt fur eine IE ist meistens eine Bakteriamie. (3, 9)

1.1 Epidemiologie

Die infektiose Endokarditis ist mit einer Inzidenz von 1,7 - 11,6 / 100.000 / Jahr zwar eine
vergleichsweise seltene Erkrankung, mit einer Mortalitdt von 20 bis 25% hat sie jedoch haufig
einen letalen Verlauf. (10, 11) Trotz Fortschritten in Diagnostik und Therapie bleibt die Mortalitat
der IE seit Jahrzehnten auf diesem hohen Niveau. (12-14) Die mikrobielle Besiedlung im
Rahmen einer IE betrifft vor allem die Mitral- (41%) und Aortenklappe (38%). Eine Besiedlung
der Trikuspidalklappe wurde in 12%, eine Besiedlung der Pulmonalklappe in 1% der Falle
beobachtet. Im Verlauf kommt es haufig zu einer Funktionsstérung der infizierten Herzklappe
und zu Komplikationen wie Embolien, Sepsis und Herzinsuffizienz. (15) Die Klappen des linken
Herzens werden wesentlich haufiger besiedelt als die Klappen des rechten Herzens, da neben
Faktoren, die das Auftreten einer Bakteriamie begunstigen, das Vorhandensein einer

strukturellen Herzklappenerkrankung bzw. —Schéadigung der wichtigste Risikofaktor fur die



Manifestation einer IE ist. (15, 16) Die Klappen des linken Herzens sind haufiger strukturell
geschadigt als die des rechten, da sie aufgrund der Druckbelastung einer hoheren

mechanischen Belastung ausgesetzt sind. (9)

Im Vergleich zur nahezu unverédnderten Mortalitdt haben sich andere Parameter der
Epidemiologie innerhalb der letzten Jahrzehnte veréndert. Friiher war die IE eine Erkrankung
von jingeren Menschen, die meisten erkrankten im Alter von 30 bis 60 Jahren. (17) Heute ist
die infektibse Endokarditis in Industrielandern eine Erkrankung der alteren Bevdlkerung. Der
Haufigkeitsgipfel der Erkrankungen liegt bei Uber 80 Jahren. (18) Das Krankheitsbild hat zudem
deutlich an Komplexitat gewonnen. (12, 13, 18) Manner sind doppelt so haufig betroffen wie
Frauen. (15, 18)

1.1.1 Risikofaktoren

Das vermeintliche Paradox, dass trotz Fortschritten in Diagnostik und Therapie die Inzidenz und
Mortalitat der IE unverandert geblieben sind, ist in dem Wandel der Epidemiologie begriindet —
insbesondere im hoheren Lebensalter der Patienten. Mitte des 20. Jahrhunderts war der
haufigste pradisponierende Faktor eine erworbene Herzklappendestruktion als Residuum eines
durchgemachten rheumatischen Fiebers. (17) Heute ist die Inzidenz von Herzklappenschaden
durch rheumatisches Fieber in den Industriestaaten dank der flaichendeckenden Verflugbarkeit
einer Penicillintherapie sehr selten. (9, 12) Bei weniger als 5% der IE-Patienten in
Industriestaaten ist die Manifestation der IE mit rheumatischem Fieber assoziiert, wahrend es in
Entwicklungslandern weiterhin der haufigste Risikofaktor ist. (15, 19) Das hohere Lebensalter
fuhrt dagegen zur Zunahme von altersbedingten strukturellen Herzklappenerkrankungen. In
einer grol3en, prospektiven Studie wurde gezeigt, dass sich die IE in 43% der Falle auf dem
Boden einer degenerativen Mitralinsuffizienz entwickelt, in 26% auf dem einer

Aorteninsuffizienz. Auch der Anteil von angeborenen Herzfehlern (12%) ist von Relevanz. (15)

Das hohere Lebensalter erweitert das Spektrum an Risikofaktoren noch weiter. Die Haufigkeit
und Dauer von stationaren Krankenhausaufenthalten und die Zahl der invasiven Eingriffe, die
eine Bakteriamie und folglich eine IE verursachen kdnnen, hat sich erhdéht. Zusammengefasst
wird diese Risikogruppe unter dem Begriff ,healthcare-associated infective endocarditis* (HAIE).
(18, 20) Entsprechend haben 27% der Patienten einen invasiven Eingriff vor dem Auftreten der
IE. Eine Bakteriamie kann auch bereits durch banal erscheinende Eingriffe ausgeldst werden. In
9% der Falle wird ein intravendser Katheter als Risikofaktor identifiziert. (15, 21) Patienten mit
HAIE haben auf’erdem eine im Vergleich unglnstigere Prognose. (18) Da vor allem
Verletzungen von Schleimhauten den Ubertritt von Mikroorganismen in den Blutstrom

begunstigen, kommt es auch im Rahmen von dentalen Eingriffen zu einer Bakteriamie und



bereits Mikrotraumata, denen der menschliche Organismus im normalen Lebensalltag z.B.
durch einfaches Z&hneputzen ausgesetzt ist, kdnnen zu einer messbaren Bakteridmie fiihren.
(22-24) Es wurde allerdings gezeigt, dass von Zahnbehandlungen kein hohes Risikopotenzial
ausgeht, wenn keine weiteren Risikofaktoren vorliegen. (25) Entsprechend wurden die Leitlinien

zur Endokarditisprophylaxe nach dentalen Eingriffen angepasst. (26, 27)

Im Zuge des hoheren Lebensalters und des medizinischen Fortschritts steigt auch die Zahl der
implantierten Herzklappenprothesen und Kkardialen Devices wie Herzschrittmacher und
Kardioverter-Defibrillator-Systemen. Beides sind Risikofaktoren, die die Manifestation einer IE
beginstigen. Rund 21% der Patienten haben eine Prothesen- und 7% eine Device-assoziierte
IE. (10, 15, 16, 28) Die Prothesen-IE (,prosthetic valve infective endocarditis, PVIE) hat mit
einer Mortalitat von Uber 40% eine besonders unglnstige Prognose. (29) Komorbiditaten wie
Diabetes Mellitus (16%) und Hamodialyse (8%) gelten ebenfalls als unabhangige
Risikofaktoren. (15, 21)

Eine weitere Risikogruppe sind Patienten, die intravends Drogen konsumieren. Sie sind fur
nahezu alle infektidsen Endokarditiden des rechten Herzens verantwortlich. Ca. 10% aller
Erkrankten konsumieren intravends Drogen. (15, 30) Die Inzidenz der IE ist unter diesen
Patienten deutlich héher als in der Normalbevdlkerung. Sie steigt auf ca. 15 - 2000 / 100.000 /
Jahr an. (30) Die Prognose in dieser Patientengruppe ist jedoch glnstiger, die Sterblichkeit liegt
bei unter 10%. (31, 32) Ein weiterer Risikofaktor, der vor allem in dieser Patientengruppe
auftritt, ist HIV. Ein Anteil von 30-70% der intraventsen Drogenkonsumenten mit IE ist HIV-
positiv. (32) HIV-Seropositivitat allein scheint ebenfalls ein unabhangiger Risikofaktor zu sein.
(33)

1.1.2 Erregerspektrum

Verschiedene mikrobielle Erreger kbnnen eine IE auslésen. In der groRen Mehrzahl der Falle
sind Bakterien (>85%) die Pathogene, selten sind es Pilze (1-2%). (9, 15) Die haufigsten
bakteriellen Pathogene sind mit einem Anteil von 80% und mehr grampositive Kokken. (15, 18,
34) Vor allem sind hier Erreger der Gattung Staphylokokken (42%) und Streptokokken (29%)
vertreten sowie Enterokokken (10%). Nachgewiesene Infektionen mit Spezies der HACEK-
Gruppe (Haemophilus aphrophilus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Cardiobacterium
hominis, Eikenella corrodens und Kingella kingae) sind mit einem Anteil von 2% eher selten.
(15) Die von allen Erregern in Europa und Nordamerika haufigste Spezies ist Staphylococcus
aureus (28-43%), je nach Kontinent variiert das Vorkommen jedoch. In Stidamerika sind bspw.
Streptokokken der Viridansgruppe mit 26% die haufigste Spezies gefolgt von S. aureus mit hier
nur 17%. (15)



Der wichtigste Faktor fur diese Varianz sind vermutlich regionale Unterschiede in der
medizinischen Versorgung. Im Zuge des vermehrten Vorkommens von HAIE’s steigt der Anteil
der Infektionen mit S. aureus insbesondere in Nordamerika. (15, 20, 35) Dies ist insofern
problematisch, als dass eine S. aureus — IE aufgrund der hohen Virulenz des Erregers haufig
eine verschlechterte Prognose hat und deren Therapie durch das Vorhandensein von
Resistenzen (z.B. Methicillin-resistenter S. aureus, MRSA) haufig erschwert ist. (18, 20, 34, 35)
Sein Anteilsmaximum erreicht S. aureus mit 68% in der Risikogruppe der intravendsen
Drogenkonsumenten. (15) Interessanterweise ist die Prognose in dieser Risikogruppe gunstiger
(s. Kap. 1.1.1), was hier jedoch einen Zusammenhang mehr mit der Lokalisation der IE im
rechten Herzen als mit der Erregerspezies vermuten lasst. Der Anteil an Koagulase-negativen
Staphylokokken (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
lugdunensis) ist bei Patienten mit einer PVIE oder eines kardialen Devices als Infektionsherd
erhoht. (15, 20)

Bei einer weiteren Gruppe von IE - Patienten (10%) kann durch das herkdmmliche
diagnostische Mittel der Blutkultur kein Erreger nachgewiesen werden. (15) Welche
Konsequenzen und Probleme dieser Umstand fir Patienten und Therapeuten mit sich bringt

wird in Kapitel 1.4.3.1 dieser Arbeit ndher beschrieben.

1.2 Pathogenese

Der Ausgangspunkt einer infektiosen Endokarditis ist zumeist eine Bakteriamie. (s. Kap. 1.1.2)
Das alleinige Vorhandensein pathogener Erreger im Blut reicht jedoch in der Regel zur
Entwicklung einer IE nicht aus, die Koinzidenz weiterer Faktoren ist erforderlich. Im Tierversuch
ist ein intaktes Endothel gegen die Adh&sion bestimmter Pathogene immun. (36) Das
regelmaRige Auftreten transienter Bakteridmien durch Mikrotaumata, z.B. infolge von
Zahneputzen (s. Kap. 1.1.1), impliziert in Anbetracht der niedrigen Inzidenz der IE ebenfalls,
dass eine Bakteriamie nicht zwangslaufig zu einer IE fihrt. Folglich ist davon auszugehen, dass
die Entwicklung einer IE nur auf dem Boden eines geschadigten Endothels moglich ist, da den
pathogenen Erregern erst so die Moglichkeit einer Adh&sion geboten wird. (36, 37) Demzufolge
ist die nachste Voraussetzung, dass der Erreger zur Adhasion am Endokard fahig ist.
Entsprechend ist in vitro gezeigt worden, dass die Bakterien, die am haufigsten eine IE
verursachen, insbesondere grampositive Kokken, die starksten Adhasionseigenschaften
besitzen. (38-41) Bei den Pilzen korrelieren die Haufigkeit der Spezies als IE-Ausldser und der

Grad ihrer Fahigkeit zur Adhasion ebenfalls. So adhériert der unter den Pilzen seltene Erreger



Candida krusei in vitro schlecht, wahrend der haufigste Pilzerreger Candida albicans gut
adhériert. (41-43)

Die Adhasion stellt somit den Beginn der mikrobiellen Besiedlung dar. Hierbei sind je nach Art
der Endothelschadigung zwei Mechanismen maoglich. Bei einer Endothelschadigung in Form
einer Endothelverletzung, die zur Expression von subendothelialen Strukturen in das Lumen
fuhrt, wird die Gerinnungskaskade aktiviert, sodass aktivierte Thrombozyten unter der
Produktion von Fibrin die verletzte Flache abdecken. Das Ergebnis ist eine zunéchst sterile
Vegetation. (37, 44) Einerseits am Thrombozyten-Fibrin-Koagel selbst, andererseits durch
exprimierte Matrixmolekile wie Fibronektin oder Laminin oder das Kollagen der Basallamina
finden die im Blut zirkulierenden Pathogene halt an der Vegetation und besiedeln sie. (40, 41)
Beim zweiten Mechanismus besteht die Endothelschadigung in einer Inflammation des
Endothels. Die aktivierten Endothelzellen exprimieren Fibronektin und Prokollagene, sodass die
Pathogene direkt an der Endotheloberflache binden. (45) Den weiteren Verlauf der Infektion
bestimmen die Virulenzmerkmale der Pathogene. Der haufigste IE-Erreger, S. aureus, hat z.B.
die F&higkeit, in Endothelzellen intrazellular zu persistieren und durch Sezernierung von
Koagulase und Clumping-Faktor seine Adhéasionsfahigkeit zu verstarken. (46, 47) Intrazellular
wirkt S. aureus proinflammatorisch auf die Endothelzelle, was zu einer verstarkten
Sezernierung der Cytokine IL-6, IL-8 und TNF-a fuhrt und die Aggregation weiterer
Thrombozyten und damit das Wachstum der Vegetation fordert. (48) Nach erfolgreicher
Adhasion folgt die Proliferation der Pathogene. Im Verlauf der Infektion kommt es zu einem
weiteren Wachstum der infizierten Vegetation nach dem beschriebenen Muster der

Fibrinbildung und Thrombozytenaggregation mit folgender Erregerproliferation. (36, 37, 49)

Die mikrobielle Besiedlung des Endokards in Form einer Vegetation ist eines der wichtigsten
Kriterien, die eine IE determinieren und zur Diagnosesicherung einer IE fuhren. (50) Am
haufigsten sind die Vegetationen an den Segeln bzw. Taschen der Herzklappen lokalisiert. (51)
Die wachsende Vegetation fiihrt oft zu Funktionsstérungen der besiedelten Herzklappe bis hin

zu ihrer Zerstérung. Vegetationen konnen eine Grol3e von Uber 4 cm erreichen. (51)

1.2.1 Die infektiose Endokarditis — eine Biofilm-basierte Erkrankung

Aktuelle Erkenntnisse lassen mit Evidenz vermuten, dass die Vegetationen mehr als nur
einfache Bakterienkolonien sind — namlich Biofilme. (Abb. 1) (52, 53) Ein Biofilm ist eine
komplexe, Oberflachen-assoziierte Lebensgemeinschaft von Mikroorganismen, in denen die
Bakterien aktiv eine Architektur herstellen, die ihnen Evasion und Schutz vor dem
Immunsystem bietet. Nach erfolgreicher Adhésion und erster Proliferation synthetisieren und

sezernieren die Bakterien Polymere, durch welche sie sich eine eigene extrazellulare Matrix



schaffen (,extracellular polymeric substances®, EPS). (52, 54, 55) EPS koénnen aus
Polysacchariden, Proteinen, extrazellularer DNA und Lipiden bestehen, wobei ihre
Zusammensetzung je nach Erreger und Umweltbedingungen variiert. (53-55) Die EPS machen
einen Volumenanteil von ca. 85% im Biofiim aus, wahrend die Bakterien nur einen
Volumenanteil von ca. 15% ausmachen. (55) Da die EPS zu einem groRen Anteil Wasser
binden, erhalt der Biofilm eine schleimartige Konsistenz und schafft eine raumliche Trennung
zwischen Oberflache und Bakterien. Die so im Biofilm eingebetteten Bakterien haben nicht nur
eine erhohte Widerstandsfahigkeit gegeniber dem Immunsystem, sondern auch gegen
antimikrobielle Wirkstoffe, was die erfolgreiche Therapie von Biofilm-basierten Infektionen zu
einer Herausforderung macht. (52, 54, 55) Innerhalb eines Biofilms lassen sich auf3erdem
Zellen in verschiedenen Stoffwechselzustdénden voneinander unterscheiden. Die meisten
Bakterien besitzen einen ,normalen®, d.h. aktiven Stoffwechsel. Einige wenige — v.a. im tieferen
Biofilm lokalisiert — befinden sich jedoch in einem Ruhezustand. Diese Bakterien haben eine
aulRergewohnlich hohe Widerstandsfahigkeit gegen Antibiotika. Entsprechend dieser
Eigenschaft werden sie ,persister cells* (Persisterzellen) genannt. Eine Eradikation der
Persisterzellen durch Antibiotika kann besonders herausfordernd bis unmdéglich sein. (56)
Welche der beiden Mechanismen — rdumliche Trennung durch EPS oder stark erhdhte Toleranz
der Persisterzellen — letzten Endes mit welchem Anteil zur erhdhten Widerstandsfahigkeit von
Biofilmen beitragen, ist noch nicht abschlieRend geklart. (56) Um ausgehend von ersten
adhéarierenden Bakterien tber eine Mikrokolonie zu einem reifen Biofilm samt seiner komplexen
Architektur zu wachsen, ist eine Kommunikation zwischen den Bakterien notwendig, das
sogenannte Quorum Sensing. Quorum Sensing ist eine Zell-Zell-Kommunikation Uber
bakterielle Signalmolekiile, die in Abhangigkeit von der bakteriellen Dichte sezerniert werden.
(52, 54, 55) Uber das Quorum Sensing regulieren die Bakterien ihre Genexpression so, dass
der Biofilm gegentber den Anforderungen der Umwelt mdglichst gut aufgestellt ist. Dies
beinhaltet nicht nur die Regulation der Proliferation und Anordnung der Bakterien innerhalb des
Biofilms, sondern auch die Regulation der Sezernierung von EPS und Virulenzfaktoren, der
Genexpression fur erhohte Antibiotikatoleranz und vermutlich auch der Steuerung des
Ruhezustands. (52, 54-56) Uber Quorum Sensing wird vermutlich auRerdem die Fahigkeit von
Bakterien gesteuert, den Biofilm als planktonisches Bakterium aktiv zu verlassen. (52, 57) Uber
diesen Mechanismus ist eine Dissemination der Pathogene in angrenzende Areale oder andere
Organe moglich. (52, 54) Davon zu unterscheiden ist die Dissemination durch Abscherung von
ganzen Anteilen des Biofilms, welche durch Schubspannung einer den Biofilm umgebenden
Stromung ausgeldst werden kann. (52, 54) Biofilm-assoziierte Infektionserkrankungen sind z.B.
Karies, Parodontitis, chronische Otitis media, Osteomyelitis, die chronische bakterielle

Prostatitis und die Pneumonie bei einer bestehenden Cystischen Fibrose. (52, 55)



Bereits 1999 vermuteten Costerton et al., dass die IE eine Biofilm-assoziierte Infektion ist. (52)
Aktuell wird dieser Umstand weiterhin diskutiert. (53) Die PVIE ist als Fremdkdrper-assoziierte
Infektion klar einer Biofilm-assoziierten Pathogenese zuzuordnen. (58) Auch die Nativklappen-
IE (,native valve IE“, NVIE) weist entscheidende Merkmale auf, anhand derer sie als Biofilm-
assoziiert einzuordnen ist. Parsek und Singh formulierten folgende Merkmale zur Einordnung

einer Erkrankung als Biofilm-assoziiert:

»(@) The infecting bacteria are adherent to some substratum or are surface associated.
(b) Direct examination of infected tissue shows bacteria living in cell clusters, or
microcolonies, encased in an extracellular matrix. The matrix may often be composed of
bacterial and host components. (c) The infection is generally confined to a particular
location. Although dissemination may occur, it is a secondary phenomenon. (d) The
infection is difficult or impossible to eradicate with antibiotics despite the fact that the

responsible organisms are susceptible to killing in the planktonic state.“ (59)

Bei einer NVIE sind die Bakterien lumenseitig am Endothel und Thrombozyten-Fibrin-Koagel
adharent. (36, 37, 41, 49) Elektronenmikroskopisch wurde die typische Architektur bakterieller
Biofilme in Vegetationen gezeigt. Zusétzlich zu den Thrombozyten und dem Fibrin des Wirts
enthalten die Vegetationen von den Bakterien sezernierte EPS. (54, 55, 60, 61) Die Merkmale
(@) und (b) sind damit erfillt. Die Erreger der IE — insbesondere die haufigen grampositiven
Kokken — sind auRerdem bekannte Biofilmbildner. (52, 54, 58) Wie in (c) beschrieben, findet bei
der IE Dissemination zwar sowohl in Form von planktonischen Bakterien statt, was als
Komplikation rekurrente Bakteridmien und Sepsis zur Folge haben kann, als auch durch
Abscherung groRerer Biofilmteile, was zu Embolisationen und auch Infektionsherden in z.B.
Niere oder Hirn fihren kann. (9, 10, 15, 54) Der Ursprung und der Fokus der IE ist jedoch stets
die Vegetation, wahrend die Folgen der Dissemination Komplikationen sind. (10, 16) Merkmal
(d) trifft ebenfalls auf die IE zu. Trotz der Gabe systemischer Antibiotika und dadurch zunéchst
negativer Blutkulturen, erleiden 2 — 6% der Patienten ein Rezidiv erneuter Bakteridmien. (50,
62) Dieser Umstand kann den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen. (63) Weiterhin ist der
haufigste Grund flir eine Blutkultur-negative IE die vorherige Einnahme von Antibiotika, welche
zwar die planktonischen Bakterien im Blut beseitigen jedoch keine vollstandige Eradikation der
Infektion erreichen. (16, 62, 64, 65) Daher ist bei vielen Patienten — zusatzlich zu der
Antibiotikatherapie — die frihzeitige operative Entfernung der erkrankten Herzklappe und die
Implantation einer Herzklappenprothese die wichtige, die Prognose entscheidend verbessernde
Therapieoption. (62, 66, 67)
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Abbildung 1: lllustration der Biofilmbildung an geschadigten Endothelzellen

(1): Die bei einer Bakteriamie im Blutstrom zirkulierenden Pathogene adhérieren am Endothel. Eine
Schadigung des Endothels, z.B. infolge einer strukturellen Herzklappenerkrankung, beglnstigt die
Adhasion und ist haufig eine Voraussetzung fur die Manifestation der Infektion. (15, 16, 52) (2): Es folgt
die Proliferation der Bakterien. Aus einer bakteriellen Adhasion entsteht zunéchst eine Mikrokolonie und
im weiteren Verlauf ein manifester Biofilm. (52, 54) (3): Der Biofilm weist typische Eigenschaften auf. Die
Architektur des Biofilms verleiht den Bakterien Evasion und Schutz vor dem Immunsystem des infizierten
Wirts und eine erhdhte Toleranz gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen. Ausgehend vom Biofilm kénnen
die Erreger durch das Loslosen planktonischer Bakterien aus dem Biofilm oder unter dem Einfluss der
Schubspannung der Blutstromung durch das Ldsen ganzer Biofilmanteile in die benachbarte Umgebung
oder auch entfernte Organe disseminieren. (51-53)
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1.3 Kilinik

Das haufigste Symptom einer IE ist Fieber. (9, 10, 15, 62) Bis zu 96% der Patienten haben
Fieber. (15) Weitere unspezifische, infektionsbedingte Symptome sind Schiittelfrost,
Schweil3neigung, Schwéache, Erschdopfung, Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust. (9, 10, 62) Ein
spezifischeres, das Herz betreffende Symptom ist das erstmalige Auftreten oder eine akute
Anderung von Herzgerduschen. Viele IE-Patienten haben bereits aufgrund einer
pradisponierenden Herzklappenerkrankung vor der Krankheitsmanifestation ein bestehendes
Herzgerausch. (s. Kap. 1.1.1) Entsteht an der erkrankten Herzklappe im Rahmen der IE eine
Vegetation, &ndert sich das bestehende Herzgerausch haufig. (9, 10, 62) Bei 20% der Patienten
verschlechtert sich ein zuvor bestehendes Herzgerdusch akut, wahrend bedingt durch die
Vegetation bei 48% ein neues Herzgerausch auftritt. (15) 32% der Patienten erleiden im Verlauf

eine Herzinsuffizienz und in 14% der Falle entwickelt sich intrakardialer Abszess. (15)

Durch das Losen von Vegetationsteilen kommt es zu Embolisationen. (9, 62) 17% erleiden
einen Schlaganfall. (15) Infarkte der Milz und der Niere kommen auch vor. (9, 10, 62) Im
Rahmen dieser Embolisationen mit infektiosem Material oder auch durch planktonische
Bakterien konnen sich bakterielle Absiedlungen in Hirn, Milz und Niere bilden. Dadurch
und/oder Immunkomplex-vermittelt kommt es vor allem zu Glomerulonephritiden. (9, 10, 16, 62)

Eine Splenomegalie entwickeln 11%, Abszesse der Milz sind ebenfalls gelaufig. (10, 15, 62)

Dermale Symptome umfassen Petechien (30%), Nagelbettblutungen (8%), linsengrol3e,
schmerzhafte, rétliche Knétchen v.a. an Fingern und Zehen (Osler-Knétchen) (3%) und kleine,
nicht schmerzhafte Einblutungen an Handinnenflichen und FuBsohlen (Janeway-L&sionen)
(5%). (9, 10, 15, 16) Des Weiteren weisen 2% der Patienten retinale Einblutungen (Roth-
Flecken) und 5% konjunktivale Blutungen auf. (9, 15)

Im Rahmen der Bakteriamie kann es auf3erdem zu einer Sepsis kommen. (10, 62) Bis zu 26%

der IE-Patienten in intensivmedizinischer Betreuung erleiden einen septischen Schock. (68)

1.3.1 Verlauf

Entsprechend der grofRen Heterogenitat der klinischen Manifestationen kann auch der klinische
Verlauf einer IE individuell sehr unterschiedlich sein. Es lasst sich eine Endokarditis acuta von
einer Endokarditis lenta abgrenzen. Die Endokarditis acuta hat einen akuten bis hochakuten
Verlauf, der haufig komplikationsbehaftet und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Sie
wird durch hochvirulente Erreger wie z.B. Staphylokokken ausgelést und erfordert ein

besonders schnelles therapeutisches Handeln. Die Endokarditis lenta dagegen hat einen

12



langsameren, komplikationsloseren Verlauf. Haufig entwickelt sich zunachst ein Fieber unklarer
Genese und im weiteren Verlauf entsteht eine schleichende Herzinsuffizienz. Der haufigste

Erreger dieser Verlaufsform sind Streptokokken der Viridansgruppe. (9)

1.4 Diagnostik

Auch zur Diagnostizierung einer IE ist der erste Schritt eine griindliche Anamnese und
korperliche Untersuchung des Patienten. Das Auftreten der vielen verschiedenen Symptome
kann von Patient zu Patient sehr unterschiedlich sein. (s. Kap. 1.3) Neben der Erhebung von
Risikofaktoren und klinischen Befunden sind daher in der Regel weitere Untersuchungen wie
eine Echokardiographie und die Gewinnung von Blutkulturen notwendig. Um die Klinische
Diagnosesicherung der IE zu strukturieren und zu verbessern, wurde ein Katalog
standardisierter Kriterien entwickelt, die sogenannten Duke-Kriterien. Erstmalig verotffentlicht
wurden sie 1994. Sie erreichten eine beachtliche Steigerung der klinischen Diagnoserate von
51% auf 80%. (69) Eine Uberlegene Sensitivitat (>80%) bei gleichbleibend hoher Spezifitat
(>90%) wurde im Vergleich zu vorherigen Kriterien bestétigt. (70-73) Dennoch wurden die
Duke-Kriterien im Jahr 2000 von Li et al. modifiziert. (Tab. 1, Tab. 2) (74) Die modifizierten
Duke-Kriterien sind Bestandteil der aktuellen Guidelines zum Management der IE der American
Heart Association (AHA) und der European Society of Cardiology (ESC). (50, 62) Die Kriterien
sind als hilfreicher Leitfaden zur Diagnosestellung einer IE anzusehen, sie ersetzen jedoch nicht
das klinische Urteilsvermogen des behandelnden Arzteteams fur jeden individuellen
Patientenfall. (50, 62, 74)
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Definitive |IE

Pathologische Kriterien
a. Erregernachweis durch Kultur oder histologische Untersuchung einer Vegetation, einer

embolisierten Vegetation oder eines intrakardialen Abszess; oder
b. Nachweis pathologischer Lasionen; Nachweis einer Vegetation oder intrakardialen

Abszess durch eine histologische Untersuchung mit bestétigter aktiven Endokarditis

Klinische Kriterien*

a. 2 Hauptkriterien erftllt; oder
b. 1 Haupt- und 3 Nebenkriterien erflllt; oder

c. 5 Nebenkriterien erftllt

Fragliche IE

o 1 Haupt- und 1 Nebenkriterium erfiillt; oder

e 3 Nebenkriterien erfillt

Keine IE

o Plausible andere Diagnose; oder

e Verschwinden der IE-Symptome nach < 4 Tagen Antibiose; oder

o Kein pathologischer Nachweis einer IE nach OP oder Obduktion nach < 4 Tagen
Antibiose; oder

e Kiriterien einer fraglichen IE werden nicht erfullt

Tabelle 1: Diaghosestellung einer IE anhand der modifizierten Duke-Kriterien

Anhand der modifizierten Duke-Kriterien lasst sich die Diagnose einer IE in 3 Level einteilen: Definitive IE,
fragliche IE und keine IE. Die Einteilung erfolgt anhand pathologischer und klinischer Kriterien. * s. Tab. 2
Adaptiert nach Li et al. (74)
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Hauptkriterien

1.) Positive Blutkulturen

a. Typische Erreger vereinbar mit einer IE in 2 separaten Blutkulturen:
1. Streptokokken der Viridansgruppe, Streptococcus bovis, Spezies der HACEK-
Gruppe, Staphylococcus aureus; oder
2. Community-acquired Enterokokken ohne Primarfokus; oder
b. Erreger vereinbar mit einer IE in persistierend positiven Blutkulturen:
e =2 positive Blutkulturen mit Enthahmeabstand > 12 h; oder
e Alle von 3 oder die Mehrheit von = 4 separaten Blutkulturen sind positiv
(Abstand erste und letzte Entnahme = 1 h); oder

c. 1 positive Blutkultur von Coxiella burnetii oder Phase 1 IgG Antikorpertiter > 1 : 800

2.) Positive Echokardiographie

(Bei Patienten mit Klappenprothese, als ,fragliche IE* eingestufte IE oder komplizierter IE

[paravalvularer Abszess] TEE empfohlen)

a. Oszillierende intrakardiale Masse an einer Klappe oder benachbarten Strukturen, im
Bereich von Jets (Regurgitation) oder auf implantiertem Material ohne andere
anatomische Erklarung

b. Intrakardialer Abszess
Neue Dehiszenz einer Klappenprothese
Neue Klappeninsuffizienz (Verschlechterung Anderung einer vorbestehenden

Insuffizienz ist nicht hinreichend)

Nebenkriterien

1.) Pradisponierende Herzerkrankung, intravendser Drogenkonsum, andere Risikofaktoren

2.) Fieber (Temperatur > 38°C)

3.) Vaskulare Befunde, Hauptarterienembolie, septische Lungeninfarkte, mykotisches
Aneurysma, intrakranielle Blutung, Janeway-Lasionen

4.) Immunologische  Zeichen: Glomerulonephritis, Osler-Knétchen, Roth-Flecken,
Rheumafaktor

5.) Mikrobiologische Zeichen: positive Blutkultur ohne ein Hauptkriterium zu erfullen* oder

serologischer Nachweis einer aktiven Infektion mit Erregern vereinbar mit einer IE

Tabelle 2: Haupt- und Nebenkriterien der modifizierten Duke-Kriterien
* ausgenommen ist eine einzelne positive Blutkultur mit Koagulase-negativen Staphylokokken oder einem
Erreger unvereinbar mit einer IE. Adaptiert nach Li et al. (74)
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1.4.1 Echokardiographie

Die Echokardiographie ist ein zentrales Diagnostikum, eines der beiden Hauptkriterien der
Duke-Kriterien ist ein positiver echokardiographischer Befund. (s. Tab. 1) Aktuelle Leitlinien
empfehlen, bei allen Patienten mit dem Verdacht einer IE eine transthorakale
Echokardiographie (TTE) durchzufuhren. (50, 62) In ca. 60-70% der Falle kénnen durch eine
TTE Vegetationen diagnostiziert werden. (75, 76) Die Sensitivitat ist hierbei jedoch von der
Grol3e der Vegetation abhéngig. Bei Vegetationen kleiner als 5 mm betragt die Sensitivitat
25%, bei 6-10 mm 70% und bei mehr als 11 mm 100%. (76) Die Sensitivitdt der TTE fur die
Detektion von kardialen Abszessen betragt 28%. (77) Die transdsophageale Echokardiographie
(TEE) ist der TTE hierbei Uberlegen. Bei der Detektion von Vegetationen und kardialen
Abszessen hat die TEE eine Sensitivitdt von ca. 90%. (75-77) Daher empfiehlt die ESC bei
negativer TTE und bestehendem klinischen Verdacht sowie bei Patienten mit
Herzklappenprothese oder intrakardialem Device zusatzlich eine TEE durchzufuhren. Selbst bei
positiver TTE soll eine TEE erwogen werden, es sei denn es handelt sich um eine Rechtsherz-
NVIE mit guten Schallbedingungen und klarem Befund wéhrend der TTE. (62) Insbesondere bei
schlechten Schallbedingungen der TTE z.B. bei chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung oder
Adipositas wird die zugige Durchfihrung einer TEE empfohlen. (50) Die Dehiszenz einer
Klappenprothese, eine neue Klappeninsuffizienz, Klappenperforation oder —Aneurysma sind
ebenfalls mit einer TTE oder TEE festzustellen und im genannten Hauptkriterium enthalten. (50,
62) Des Weiteren werden in den aktuellen Leitlinien der AHA und ESC die Vorteile der 3D-TEE
diskutiert, die nach derzeitigem Stand vor allem in einer verbesserten Darstellung von
Morphologie und Grof3e der Vegetationen besteht, wodurch sich beispielsweise das von der

Vegetation ausgehende Embolierisiko besser abschatzen lasst. (50, 62)

1.4.2 Computer- und Magnetresonanztomographie

Andere bildgebende Verfahren wie die Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) erreichen im Zuge des technischen Fortschritts immer
bessere Ergebnisse und lassen sich auch im Rahmen der IE anwenden. (62) So wird
beispielsweise diskutiert, inwiefern die CT als risikoarmere Alternative zur praoperativen
Koronarangiographie bei Patienten mit Aortenklappen-IE dienen kann. (78) Weiterhin zeigt die
CT eine mit der TEE vergleichbare Sensitivitat und Spezifitdt bei der Detektion von
Vegetationen und zeigt gegeniber der TEE Vorteile bei der Darstellung von Abszessen und
Pseudoaneurysmen. (79) Vegetationen, Dysfunktion, Abszesse und Dehiszenz im Rahmen

einer PVIE werden durch eine CT ebenfalls mit gleicher Genauigkeit wie mit der TEE erkannt.
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(80) Da jedoch groRRangelegte Studien hierzu fehlen, bleibt das CT zunachst eine zusatzliche

Option zur Echokardiographie. (62)

Studien haben gezeigt, dass durch eine MRT in 50-80% der IE-Patienten cerebrale L&sionen
gefunden werden. (81, 82) Folglich hat die MRT in der Diagnosestellung der IE ihren grof3ten
Nutzen bei Patienten, die eine ,fragliche IE“ (s. Tab. 1) ohne neurologische Defizite haben, da
der Nachweis einer cerebralen Ischamie ein Nebenkriterium der Duke-Kriterien und diese per
MRT am besten zu diagnostizieren ist. (62, 74, 83, 84) Dementsprechend wurde gezeigt, dass
bei ca. 25% der IE-Patienten mit einer fraglichen IE durch eine MRT die Diagnose zu einer
definitiven |IE aufgewertet werden kann. (85) Bei Patienten mit neurologischen Defiziten ist
durch die klinische Diagnosestellung einer cerebralen L&sion das entsprechende
Nebenkriterium bereits erfullt, weshalb sich an der Diagnosestellung der IE in Hinblick auf die
Duke-Kriterien bei diesen Patienten durch eine MRT nichts andert. (62, 74, 84)

1.4.3 Blutkulturen

Neben der Echokardiographie ist die Gewinnung von Blutkulturen das zweite zentrale
Diagnostikum der IE. (s. Kap. 1.4) Die Entnahme des Blutes soll stets vor dem Beginn einer
antibiotischen Therapie stattfinden. (9, 62) Es sollen mindestens 3 Satze mit jeweils einer
aeroben und einer anaeroben Probe im Abstand von jeweils 30 Minuten entnommen werden.
Um eine Kontamination zu vermeiden, sollte bei jeder Entnahme auf eine maximal sorgfaltige
Desinfektion und sterile Handhabung geachtet werden. Hierfiir empfiehlt sich die Punktion einer
peripheren Vene. Zusatzlich zur ldentifikation der Erreger sollte stets ein Antibiogramm der
Spezies erstellt werden. Zur Kontrolle des Therapieerfolgs sollte die Entnahme von Blutkulturen
in einem Abstand von 48-72 h nach dem Erregernachweis wiederholt werden. In vielen Fallen

lassen sich durch eine Blutkultur so die auslésenden Erreger der IE identifizieren. (62)

1.4.3.1 Blutkultur-negative Patienten

Bei rund 10% der Patienten mit einer IE kann durch die Entnahme von Blutkulturen jedoch kein
Erreger nachgewiesen werden. (15) Diese Form der IE wird Blutkultur-negative IE (BKNIE)
genannt und macht eine korrekte Diagnose und Therapie besonders herausfordernd. Es
besteht die Gefahr fur den Patienten, undiagnostiziert zu bleiben und keine erregerspezifische
Therapie zu erhalten. (50, 62) Die haufigste Ursache einer BKNIE ist eine antibiotische
Therapie vor Entnahme der Blutkulturen. (64, 65, 86) Diesem Umstand kann durch einen

spateren Beginn der antibiotischen Therapie begegnet werden, wenn der klinische Zustand des
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Patienten dies zuldsst. (64) Bei den Ubrigen Patienten mit BKNIE liegt die Ursache daran, dass
die verursachenden Erreger nur langsam wachsen und nur unter anspruchsvollen, vom
Standard abweichenden Umgebungen kultivierbar sind. Dazu gehéren z.B. Coxiella burnetii,
Brucella spp., Bartonella spp., Abiotrophia spp., Listeria monocytogenes, Legionella spp.,
Tropheryma whipplei, Mycoplasma hominis, Candida spp. und Aspergillus spp. (62, 65, 86, 87)

Folglich ist bei einer BKNIE eine erweiterte Diagnostik zur Erregeridentifikation ratsam. (50, 62)

1.4.4 Erweiterte diagnostische MalRBhahmen
1.4.4.1 Serologische Untersuchung des Blutes

Durch eine systematische Blutserologie kann in ca. 50-60% der Falle mit BKNIE ein
Erregernachweis erzielt werden. Die hierbei nachgewiesenen Erreger sind mit gro3er Mehrheit
Coxiella burnetii oder Bartonella spp. und selten Legionella spp., Mycoplasma hominis oder
Aspergillus spp. (86-88) Dementsprechend wird von der ESC vorgeschlagen, im Falle einer
BKNIE in Abhangigkeit von ihrem regionalen Vorkommen eine systematische Serologie der
Erreger Coxiella burnetii, Bartonella spp., Mycoplasma spp., Brucella spp., Legionella
pneumophila und Aspergillus spp. durchzufiihren. (62) In den modifizierten Duke-Kriterien ist

die Serologie von Coxiella burnetii bereits Bestandteil eines Hauptkriteriums. (74)

1.4.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Ein weiteres diagnostisches Mittel zur Erregeridentifikation ist die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Das haufigste Zielgen, das bei der PCR amplifiziert und somit als positiver
Erregernachweis gewertet wird, ist die bakterielle, ribosomale 16S rRNA. (89) Eine PCR aus
Blut zeigt bisher nur eine geringe Sensitivitdt von ca. 14%, kann aber bei einem geringen Anteil
von Patienten mit einer BKNIE zu einem Nachweis von schwer zu kultivierenden Erregern
fuhren. (88, 90) Daher soll eine PCR aus Blut bei BKNIE einerseits nach positiver Serologie bei
bestimmten Erregern als spezifische Bestéatigung des Erregers und andererseits als Screening-
Methode auf bestimmte Erreger bei negativer Serologie in Erwdgung gezogen werden. (62)
Relevanz hat dies vor allem bei Patienten, bei denen kein Biopsiematerial zur Verfligung steht.
(90) Bei der pathologischen Analyse von Herzklappenmaterial erweist sich die PCR bereits als
sinnvolles Diagnostikum zusétzlich zu Histologie und Kultur und wird von der ESC empfohlen,
um schwer kultivierbare Erreger aus Biopsiematerial nachzuweisen. (62, 86, 88) So wurde in
einer Ubersichtsarbeit von Moter et al. gezeigt, dass eine PCR von Biopsiematerial in 42% der

Falle einer BKNIE zu einem Erregernachweis fiihrt. (91) Dennoch wird darauf hingewiesen,

18



dass fur die standardisierte Durchfihrung von PCR-Diagnostik spezialisierte Laboratorien
erforderlich sind und die Interpretation der Ergebnisse eine genaue Kenntnis der Methodik
erfordert, da z.B. DNA-Kontaminationen anderer Erreger auftreten kdnnen und die PCR keine
Aussage bzgl. Vitalitat der Erreger macht. (86, 89, 91)

1.4.4.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist ein Mikroskopieverfahren, bei dem
Fluoreszenz-markierte Sonden an eine Zielstruktur der Erreger binden und diese so unter dem
Mikroskop direkt visualisiert werden kénnen. (92, 93) Bei Bakterien ist hier wie bei der PCR die
16S rRNA haufig die markierte Zielstruktur. (92) Im Falle der IE kann die FISH zur Analyse von
Biopsiematerial verwendet werden. Die FISH vereint somit pathologische, mikrobiologische und
molekulargenetische Methoden. Sie hat vor allem den Vorteil, dass sie morphologisch intakte
Mikroorganismen in ihrer natlrlichen Umgebung darstellt. Durch die direkte, raumliche
Darstellung bietet die FISH grof3es Potenzial in der Erforschung von Biofilmen. (91, 92) Anhand
der Markierung der 16S rRNA und der damit verbundenen Proteinbiosythese lasst sich mit
FISH ferner auf die Stoffwechselaktivitat der dargestellten Mikroorganismen riickschlieRBen. (94)
In der Diagnostik der IE ist die FISH jedoch kein Standardverfahren sondern hat bisher einen
experimentellen Charakter. In den aktuellen Leitlinien der AHA und ESC wird die FISH nicht
erwahnt. (50, 62) In einer Pilotstudie, in der 54 resezierte Herzklappen mit FISH untersucht
wurden, zeigt sich, dass durch FISH in ca. 40% der BKNIE und in ca. 30% der Kultur-negativen

Herzklappenbiopsien ein verursachendes Pathogen identifiziert werden kann. (95)

1.5 Therapie

Da die IE eine komplexe Erkrankung ist, empfiehlt sich zur Abstimmung der optimalen Therapie
ein spezialisiertes, interdisziplindres Team aus Kardiologen, Herzchirurgen, Mikrobiologen und
Infektiologen. (9, 62) Die therapeutische Basis der IE ist die Applikation von antimikrobiellen
Wirkstoffen mit dem Ziel einer Eradikation der Infektion, im Falle von Komplikationen oder

Persistenz der Infektion werden zusétzlich herzchirurgische MaRnahmen notwendig. (62)

1.5.1 Antimikrobielle Therapie

Eine systemische, antimikrobielle Therapie ist bei einer IE obligat. Nach der Entnahme der

Blutkulturen wird eine initiale, empirisch kalkulierte Therapie empfohlen, insbesondere bei
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Patienten mit akuter Klinik. Entsprechend der aktuellen Leitlinien der ESC von 2015 ist dazu
zunéchst die Kenntnis Uber eine vorherige antibiotische Therapie notwendig und dariber, ob
eine Nativklappe oder eine Klappenprothese betroffen ist und wenn ja, wann diese implantiert
wurde und wo die Infektion vermutlich stattgefunden hat, d.h. ob sie ambulant, nosokomial, oder
nicht nosokomial in der medizinischen Versorgung erworben wurde. Dementsprechend wird die
initiale, kalkulierte Therapie in zwei Gruppen unterteilt. Eine ambulant erworbene NVIE oder
eine spate PVIE (212 Monate postoperativ) soll initial mit Ampicillin, Cloxacillin oder Oxacillin
und Gentamicin, bei Penicillinallergie mit Vancomycin und Gentamicin therapiert werden. Im
Falle einer frihen PVIE (<12 Monate postoperativ), nosokomial erworbener oder nicht
nosokomialer HAIE wird die Kombination aus Vancomycin, Gentamicin und Rifampin
empfohlen. Genaue Angaben zu Dosierung, Art der Applikation und weiteren Hinweisen kénnen

den Leitlinien der ESC entnommen werden. (62)

Nach der Identifikation des verursachenden Erregers soll die Therapie auf die Erregerspezies
und deren Antibiogramm angepasst werden. Hierfir werden von der ESC je nach Spezies und

Resistenz differenzierte Empfehlungen bereitgestellt. (62)

1.5.2 Operative Therapie

Da es im Verlauf einer IE haufig zu Komplikationen kommt, wird bei ca. 50% der Patienten
zusatzlich zur systemischen Antibiose eine operative Therapie durchgefuhrt. (96) Indikationen
fur eine dringende Operation sind schwere Funktionsstérungen der Aorten- oder Mitralklappe,
Herzinsuffizienz, intrakardialer Abszess, Pseudoaneurysma, Infektion mit Pilzen oder
multiresistenten Erregern und persistierend positive Blutkulturen trotz angemessener
antibiotischer Therapie. (62) AulRerdem kann eine Operation ab einer Vegetationsgrof3e von
>10 mm protektiv vor Embolien sein und wird daher unter bestimmten Voraussetzungen
empfohlen. (62) Das operative Vorgehen hat zum Ziel, infiziertes Gewebe vollstdndig zu
entfernen und anschlieBend, wenn nétig, wieder eine funktionsfahige Morphologie der
beteiligten Strukturen herzustellen. Letzteres ist durch die Implantation einer Klappenprothese
oder durch die Reparatur der geschadigten Klappe mdglich. Im Falle eines Befalls der Mitral-
oder Trikuspidalklappe wird wenn méglich die Reparatur der Klappe favorisiert. (62, 97, 98) Bei
einem Befall der Aortenklappe ist die Implantation einer Prothese oder Spenderklappe das
Mittel der Wahl. (62) Es wird auRerdem von Féllen mit extremen perivalvularen Schaden und
Herzversagen berichtet, in denen als ultima ratio erfolgreich eine Herztransplantation
durchgefihrt wurde. (99)
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Fur viele Patienten ist die chirurgische Sanierung und die anschlieBende Klappenreparatur bzw.
Implantation einer Klappenprothese folglich die wichtige, die Prognose entscheidend
verbessernde Therapieoption. (34, 62, 66) Vor allem eine frihzeitige chirurgische Intervention
wirkt sich hier guinstig aus. (50, 62, 67)

1.6 Modelle zur Forschung an der infektiosen Endokarditis

Traditionell ist die IE eine Erkrankung mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitéat. Bereits Ende
des 19. Jahrhunderts wurden erste experimentelle Modelle zur Erforschung der Pathogenese
und Therapie der IE entwickelt. (100, 101) Aktuell stehen sowohl in vivo — Modelle als auch eine

begrenzte Auswahl an in vitro — Modellen zur Verfiigung.

1.6.1 In vivo — Modelle

Experimentelle in vivo — Modelle der IE, insbesondere anhand von Hasen, sind seit
Jahrzehnten etabliert. (36, 37, 41) Auch aktuell werden leporine in vivo — Modelle zur
Forschung an der IE genutzt und stetig weiterentwickelt. (102) Im Vergleich zeigt sich jedoch,
dass in vivo- gegentber in vitro — Modellen einige Nachteile haben. In vivo — Modelle sind sehr
kosten- und arbeitsintensiv, schwer zu standardisieren und ethisch problematisch. (103) Haufig,
insbesondere unter der Verwendung von Hasen oder kleineren Tieren, sind in vivo — Modelle
des Weiteren anatomisch nicht passend fir die Erforschung humaner kardiovaskularer
Implantate oder Devices. Bei der Verwendung hierfir passenderer Tiermodelle, z.B. porcine

oder bovine Modelle, ist der Kosten- und Arbeitsaufwand ungleich héher.

1.6.2 In vitro — Modelle

Fur Forschungsvorhaben anhand von in vitro — Modellen der IE ist bisher nur eine begrenzte
Auswahl an Modellen verfuigbar. Zur Erforschung der bakteriellen Adhé&sion und Biofilmbildung
sind in vitro — Modelle in Form von Mikrotiterplatten aus Kunststoff beschrieben, die wahlweise
mit Endothelzellen bewachsen werden koénnen. (41, 104) Ein ahnliches Prinzip des
Versuchsaufbaus ist in Form von sogenannten Biofilm-Reaktoren beschrieben. Sie bestehen
aus kleinen Flusskammern, in denen die Probe einer konstanten Stromung ausgesetzt werden
kann. (105, 106) Um eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die klinische Situation
der IE zu gewahrleisten, wurde ein Modell entwickelt, dass Schnitte von porcinen Herzklappen

inkubiert. Die Inkubation findet jedoch wiederum nur statisch statt. (107, 108) Eine weitere
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etablierte Modellart ist ein Modell mit simulierten endokardialen Vegetationen. Hierbei werden in
vitro Vegetationen erzeugt, die in einem Ein-Kammer-Modell einem Medium mit enthaltenen
N&ahrstoffen, Pathogenen und Pharmaka ausgesetzt werden kdnnen. Eine Stromung findet hier
lediglich in Form eines am Gefa3boden befindlichen Magnetrihrstabes statt, der jedoch priméar
die Aufgabe hat, das Medium zu mischen. (109-111) Auch aktuell wird dieses Modell flr

pharmakokinetische und pharmakodynamische Untersuchungen verwendet. (112, 113)

Keines der verfligbaren in vitro — Modelle simuliert eine IE an einer Herzklappe in toto und

keines gewabhrleistet ein Biofilmwachstum unter einer physiologischen, pulsatilen Strémung.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die IE ist trotz Fortschritten in Diagnostik und Therapie weiterhin mit einer nahezu unverandert
hohen Morbiditdt und Mortalitat assoziiert. (s. Kap. 1.1) Fir viele Patienten ist die chirurgische
Entfernung des infizierten Gewebes und im Falle einer Aortenklappen-IE die Implantation einer
Herzklappenprothese die wichtige, die Prognose entscheidend verbessernde Therapieoption.
(s. Kap. 1.5.2) Aktuelle Studiendaten zeigen jedoch, dass trotz formal bestehender
Operationsindikation rund ein Viertel der Patienten tatsachlich nicht chirurgisch therapiert

werden kann. (114) Fir diese Patientengruppe werden alternative Therapiekonzepte bendtigt.

Die Forschungsmdglichkeiten hierzu sind jedoch aufgrund der begrenzten Auswahl an zur
Verfigung stehender Modelle eingeschrankt. Es mangelt vor allem an geeigneten in vitro —
Modellen. Bisher ist kein Modell beschrieben, bei dem eine IE unter physiologischen

Kreislaufbedingungen in vitro simuliert wird. (s. Kap. 1.6)

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etablierung eines neuen, pulsatilen in vitro —
Modells der infektiosen Endokarditis, mit dem wunter physiologischen humanen
Kreislaufbedingungen bakterielle Biofilme von ausgwahlten Mikroorganismen auf porcinen
Aortenklappen in toto erzeugt werden kénnen. Die im Modell erzeugte Besiedlung sollte der
einer klinischen, humanen IE gleichen. Um dies zu bewerten, sollte das Besiedlungsmuster der
Klappen mittels FISH direkt visualisiert werden. Durch die Untersuchung verschiedener Areale
der Aortenklappe sollten orientierend Pradilektionsstellen der Biofilmbildung identifiziert werden.

Die Ergebnisse sollten reproduzierbar sein.

Das Modell soll als Forschungsgrundlage fir neue Therapiekonzepte wie der Evaluation von
therapeutischen und praventiven Device Coatings dienen. Diese kdnnen z.B. Basis fur die

Entwicklung von antiinfektiv-beschichteten Transkatheterklappen sein.
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2. Material und Methoden

2.1 Entwicklung des in vitro - Kreislaufmodells

2.1.1 Anforderungen an das Modell

Fir die Konstruktion des Kreislaufmodells mussten spezielle Umstande und Anforderungen an
das Modell beachtet werden. Es musste ein kompaktes System sein, das von seinen Mal3en
zur Biofilmerzeugung in einen Brutschrank und zum Sterilisieren in einen Autoklaven
(LABOKLAYV, SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss / Satuelle, Deutschland) passte. Alle
verwendeten Materialien mussten autoklavierbar sein, sodass eine sterile Wiederverwendung
aller Komponenten nach jedem Versuch gewéhrleistet war. Auch brauchte das Modell einen
Offnungsmechanismus, um die porcine Aortenwurzel in das Modell einsetzen zu kénnen. Dies
sollte mdglichst anwenderfreundlich gestaltet sein, um unnétige Handgriffe beim sterilen
Arbeiten zu vermeiden und das Kontaminationsrisiko zu reduzieren. Die Strémung Uber der
Klappe sollte annahernd physiologische Charakteristika aufweisen und das System gegeniber
der Umwelt mikrobiell abgeschirmt sein, damit nur Biofilme von dem ausgewahlten, zugesetzten

Erreger entstehen konnten.

2.1.2 Aufbau und Funktion

Das Konzept des Kreislaufmodells bestand aus einem glasernen Durangefal? (DWK Life
Science, Wertheim am Main, Deutschland) mit externer Kolbenpumpe (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA). Es wurde ein Gefall mit zwei Kompartimenten erschaffen, wobei in einer
Mittelebene die Aortenwurzel eingesetzt wurde. Angetrieben Uber die Kolbenpumpe sollte eine
pulsatile, physiologische Stromung Uber der Aortenklappe entstehen und sich die Klappe
dementsprechend in der Systole 6ffnen und in der Diastole schlieen, um ihre physiologische

Funktion in vitro zu simulieren. (Abb. 2)

Das Durangefal? bestand aus einer oberen und einer unteren Halfte, welche durch eine speziell
angefertigte Trennebene aus Polysulfon (PSU 1000, POLYTRON Kunststofftechnik, Bergisch
Gladbach, Deutschland) voneinander baulich getrennt wurden, sodass ein oberes und ein
unteres  Kompartiment entstanden. Polysulfon wurde aufgrund seiner  guten
Verarbeitungsmdglichkeiten beim Frasen und seiner Autoklavierfestigkeit ausgewahlit. (115)
Das obere Kompartiment entsprach der Aorta, das untere dem linken Ventrikel. Die bauliche
Trennung wurde nur durch zwei Bohrungen in der Trennebene aufgehoben, eine groRere (38

mm) flr den Einsatz der Aortenwurzel und eine kleine (5 mm) zur Ermdglichung des
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Volumenausgleichs wahrend der Diastole und zur Widerstandsregulierung dabei. Um einen
pulsatilen, kompartmentibergreifenden Volumenausgleich wahrend der Pumpphasen generell
maglich zu machen, enthielt die Trennebene auf der ventrikularen Seite (unten) aufRerdem
einen ca. 250 ml fassenden Ausgleichszylinder, der Uber ein Steigrohr durch das aortale
Kompartment mit der Umwelt verbunden war. Dadurch konnte wahrend der Pendelbewegung
des Kolbens der Pegelstand im Modell entsprechend pulsatil mitwandern. Bewegte sich der
Kolben von dem Modell weg entstand ein Unterdruck, sodass die Aortenklappe 6ffnete und
Medium vom ventrikularen in das aortale Kompartiment stromte. Entsprechend sank der
Pegelstand im Ausgleichszylinder. Bei der Umkehrung der Kolbenbewegung in Richtung des
Modells wird das zuvor angesaugte Volumen wieder verdrangt, d.h. die Aortenklappe schlief3t
und das Volumen strdmt vom aortalen Kompartiment durch die kleine Ausgleichsbohrung der
Trennebene wieder in das ventrikulare Kompartiment. Folglich steigt der Pegelstand im
Ausgleichszylinder wieder. (s. Abb. 2 (C))

Das Schlagvolumen (SV) und die Herzfrequenz (HF) der Kolbenpumpe waren frei einstellbar.
So konnte das System einen physiologischen, pulsatilen Volumenstrom durch die Aortenklappe
gewahrleisten. Die Versuche liefen bei einem SV von 100 ml und einer HF von 50/min, was
einem Herzminutenvolumen (HMV) von 5 | entsprach. Um eine physiologische Temperatur
wahrend der Versuche zu erméglichen, wurde das Modell wahrend der Versuchsdauer in einem
Inkubatorschrank (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37°C platziert.

Aus dem Aufbau des Modells wird ersichtlich, dass wahrend des Pendelns des Kolbens mit
folgendem Pendeln des Pegelstandes bei jeder Arbeitsphase des Kolbens liber das Steigrohr
des Ausgleichszylinders Luftvolumen aus der Umgebung in das Modell eingesaugt bzw.
ausgestoRen wird. Um wahrend der Versuche eine Kontamination mit luftgetragenen Erregern
zu vermeiden, wurde jeweils zwischen Modell und Pumpe und zwischen Modell und Umgebung
am Steigrohr ein steriler Atemluftfilter Pall Ultipor 100 (Pall Corporation, Port Washington, NY,
USA) luftdicht befestigt. AuRerdem musste das aus den zwei Kompartimenten und der
Trennebene zusammengesetzte Modell, in das ca. 1500 ml Medium eingefullt wurde, nach
auRen wasserdicht sein. Dies wurde erreicht, indem die beiden Kompartimente durch eine
Klammer zusammengepresst wurden. Zwischen jedem Kompartiment und der Trennebene
befand sich jeweils ein Dichtring aus Silikon (RCT Reichelt Chemietechnik, Heidelberg,
Deutschland). Weitere wiederverwendbare Teile waren Silikongummistopfen (Rotilabo, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) fiir die Offnungen des oberen Kompartiments und aus
Silikongussmasse (Wacker Chemie, Minchen, Deutschland) gegossene Ringe, an welche die

Herzklappen angenéht wurden.
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Systole Diastole

1 Links-ventrikuldres Kompartiment

2 Trennebene zwischen ventrikularem und aortalen Kompartiment

3 Aortales Kompartiment

4 Porcine Aortenklappe, angenaht an einen Silikonring

5 Anschluss zur Kolbenpumpe, geschiitzt durch einen sterilen Luftfilter

6 Verstellbarer Widerstand, erlaubt Volumenaustausch wahrend der Diastole
7 Ausgleichszylinder fir das pendelnde Volumen

8 Offnung zur Umgebung, geschiitzt durch einen sterilen Luftfilter

9 Offnung zur Umgebung, geschlossen durch einen Silikonstopfen

Abbildung 2: In vitro - Kreislaufmodell

(A): Frontalansicht des in vitro — Kreislaufmodells. In der Mitte ist die gelblich gefarbte Trennebene aus
Polysulfon zu erkennen, in die die porcine Aortenwurzel eingesetzt wurde. Die Klammer in der Mitte
verschloss die aortale (oben) und die ventrikulare Kammer (unten) wasserdicht mit der Trennebene. Die
oben an der aortalen Kammer befindlichen Offnungen dienten zum AnschlieRen der Pumpe, Einfiillen
des Mediums und Beimpfung mit Mikroorganismen (B): Draufsicht auf die Trennebene mit eingesetzter
Aortenklappe. (C): Schematische Funktionsskizze des Modells.
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2.1.3 Weiterentwicklung des Modells

Das Modell war eine komplette Neuentwicklung. Das im vorherigen Kapitel 2.1.2 gezeigte
Modell war bereits eine weiterentwickelte Version des ersten Prototyps. Zur ersten Evaluation
und Machbarkeit des Projektes wurden mit dem Prototyp Pilotversuche in Form von n=3
Sterilitatstests und insgesamt n=9 Versuchen zur Biofilmerzeugung durchgefiihrt. Die

Ergebnisse der Pilotversuche werden in dieser Arbeit im Einzelnen nicht gezeigt.

Die Vermeidung von Kontaminationen durch externe Bakterien war die wesentliche
Herausforderung der Etablierung und Weiterentwicklung des Modells. Die Weiterentwicklung
umfasste sowohl konstruktive Anderungen als auch methodische Anpassungen. Die in den
folgenden Kapiteln beschriebenen Protokolle beinhalten die methodischen Anpassungen, die

durch Erkenntnisse aus den Pilotversuchen entstanden.

2.1.3.1 Steriles Arbeiten

Um Kontaminationen in dem in vitro — Modell zu vermeiden, musste stets mit grof3er Sorgfalt
maglichst steril gearbeitet werden. Alle Arbeitsschritte von der Praparation der Klappen bis zur
Fixierung der fertigen Biofilmproben erfolgten grundsétzlich unter einer Laminarbank (Mars
Safety Class 2, LaboGene ApS, Allerad, Danemark). Vor Arbeitsbeginn wurde die Arbeitsflache
mit UV-Licht bestrahlt und mit mind. 70% Ethanol desinfiziert. Alle Arbeiten erfolgten stets auf
einem sterilen OP-Tuch (BRAUN, Melsungen, Germany), mit autoklavierten Instrumenten und
unter der Verwendung von sterilen Handschuhen (Gammex Latex, Ansell Healthcare,
Melbourne, Australien). Bei den Versuchen zur Biofilmerzeugung wurden die sterilen
Handschuhe nach jedem Arbeitsschritt, bei dem das Anfassen eines unsterilen bzw. nicht-
autoklavierten Gegenstandes notwendig war, vor dem Berlhren eines sterilen Gegenstandes —
insbesondere des mit Kulturmedium beftillten, autoklavierten Modells — gegen neue ersetzt.
Des Weiteren wurden wahrend der Durchfihrung der Versuche ein Haarnetz (FarStar medical,
Barsbittel, Deutschland) und ein Mundschutz (DACH Schutzbekleidung, Bietigheim,

Deutschland) getragen.

2.1.3.2 Optimierung der Konstruktion

Im Verlauf der Pilotversuche zeigten sich konstruktive Mangel am Prototyp des Modells, die in
dem weiterentwickelten Modell behoben wurden. (Abb. 3) Der Prototyp hatte im Vergleich noch

eine Trennscheibe aus Glas, in der keine Nut zur Zentrierung der Dichtringe eingearbeitet war,
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sodass die Dichtringe beim Zusammenbauen des Modells manuell mittig zentriert werden
mussten. Beim Einsetzen der Aortenklappe in das Modell erschwerte dies eine ziigige und
prazise Arbeitsweise enorm. Insbesondere in Kombination mit dem Aluminiumgerust des
Prototypen, das zur Dichtigkeit des Modells die Kompression der beiden Kompartimente durch
das Anziehen von 4 Flugelmuttern erzeugte, war ein steriles Arbeiten unter der Laminarbank
mit dem Prototypen aufgrund der komplexen und unhandlichen Handhabung stark erschwert.
Beim neuen Modell kam daher eine deutlich anwenderfreundlichere Lésung mit einer speziellen
Klammer (DWK Life Science, Wertheim am Main, Deutschland) und einem Standfuld aus
Plexiglas zum Einsatz. Zur Selbstzentrierung der Dichtringe wurde jeweils eine passende Nut in
die obere Flache des ventrikularen Glaskompartiments und in die neue Trennebene aus
Polysulfon gefrast, sodass die Dichtringe beim aufrecht stehenden Modell entsprechend der

Schwerkraft in ihrer Zentrierungsnut blieben und somit nicht verschieblich waren.

Des Weiteren entstand beim Prototyp héufig das Problem, dass das Medium im
Ausgleichszylinder bis in das Steigrohr aufschdumte und der dort befestigte Luftfilter nass
wurde. Dies stellte ein weiteres Kontaminationsrisiko dar, da die Intigritdt des Filters so nicht
mehr gewahrleistet war. Um dies zu vermeiden, wurde das Volumen des Ausgleichszylinders
von ca. 150 ml auf ca. 250 ml vergréf3ert und die in Kapitel 2.6 beschriebene Vorrichtung zum
Adjustieren des Pegelstandes im Ausgleichszylinder an einem der oberen Stopfen montiert.
Weiterhin kam es beim Prototyp zu einem steigenden Pegelstand im Ausgleichszylinder, was
das Problem des Nasswerdens des Filters am Steigrohr verscharfte. Die Ursache bestand in
Luftblaschen, die bei erh6htem Pegelstand im Ausgleichszylinder beim Pendeln und folgendem
Ein- und Austreten des Pegelstandes in das Steigrohr wahrend des Austretens (Systole) aus
dem Steigrohr in das Medium strdmten und nicht vom Ausgleichszylinder aufgefangen wurden.
So sammelte sich ein Luftvolumen unter der Trennebene und verschob den Pegelstand im
Ausgleichszylinder weiter nach oben. Im verbesserten Modell wurde daher der Durchmesser
des Steigrohres vergrof3ert, was zu einer verminderten Strémungsgeschwindigkeit fuhrte, und
das Eintrittsprofil des Steigrohres in den Ausgleichszylinder angepasst, indem das Ende des

Rohres verblombt wurde und dafiir zwei seitliche Offnungen eingefiigt wurden.
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Abbildung 3: Konstruktive Weiterentwicklung des Modells

(A): Prototyp. Das Aluminiumgerust (1) des Prototyps erzeugte durch Anziehen von 4 Fligelmuttern (1)
Kompression auf die an der Trennebene manuell zentrierten Dichtringe (2). Das sterile Einsetzen der
Aortenklappe war aufgrund dieser Konstruktion sehr unhandlich und stellte ein Kontaminationsrisiko dar.
Der Ausgleichszylinder (3) war zu klein dimensioniert und es fehlte die Mdglichkeit den Pegelstand zu
adjustieren (4), sodass der Filter nass wurde. Durch den zu kleinen Ausgleichszylinder in Kombination mit
dem offen hineinragenden Steigrohr wurden hinausstromende Luftblaschen nicht suffizient vom
Ausgleichszylinder aufgefangen, sodass sich die Luft unterhalb der Trennebene sammelte.
(B): Weiterentwickeltes Modell. Das Aluminiumgerist des Prototyps wurde durch eine speziell
angepasste Klammer mit einem Standfuld aus Plexiglas ersetzt (1), sodass die Handhabung des Modells
deutlich besser mit den Anforderungen des Arbeitens unter der Laminarbank vereinbar war. In einer
neuen Trennebene aus Polysulfon und in das untere Glaskompartiment war zur einfacheren Zentrierung
der Dichtringe jeweils eine Nut eingefrast, was die Handhabung des Modells weiter verbesserte (2).
Durch einen um tiber 100% vergrdf3erten Ausgleichzylinder (3) und die Mdglichkeit, durch eine Kandule (4)
den Pegelstand zu adjustieren (s. Kap 2.6), wurde ein Nasswerden des Filters am Steigrohr verhindert.
Durch einen grolReren Durchmesser und ein seitliches Eintrittsprofii des Steigrohres in den
Ausgleichszylinder wurde im weiterentwickelten Modell auRerdem das Phanomen verhindert, dass
Luftblaschen aus dem Ausgleichszylinder austraten und sich unterhalb der Trennebene sammelten.
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2.1.4 Druckmessung

Es wurde eine Druckmessung im aortalen Kompartiment des Modells durchgefihrt. Hierfir
wurde eine wie in Kapitel 2.2 und 2.3 beschrieben behandelte porcine Aortenklappe in das
Modell eingesetzt und ca. 1500 ml Wasser eingefillt. Des Weiteren wurde vor dem Starten der
Pumpe wie in 2.6 beschrieben der Pegelstand im Ausgleichszylinder adjustiert. Uber einen am
selben Dreiwegehahn (s. Kap. 2.6) angeschlossenen Drucktransmitter (CTE / CTU8000, First
Sensor AG, Berlin, Deutschland) wurde der im aortalen Kompartiment anliegende Druck tber
eine Versuchsdauer von ca. 1-2 Minuten Uber die Software LabVIEW (National Instruments,

Austin, TX, USA) gemessen.

2.1.5 Sterilitatstests

Weiterhin wurden n=3 Sterilitatstests durchgefiuhrt. Hierfir wurde das Modell autoklaviert und
mit 1500 ml autoklaviertem Tryptone Soy Broth without Dextrose — Kulturmedium (TSB) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) beflllt. Eine porcine Aortenklappe wurde nicht eingesetzt. Das
Modell wurde so bei 37°C fur 24 h mit einem HMV von 5 | betrieben. AnschlieRend wurde das
Medium visuell auf Hinweise eines mikrobiellen Wachstums untersucht und es wurde unter der
Laminarbank eine Probe des Mediums auf einer Agarplatte (Columbia Agar Sheep Blood Plus,
OXOID, Basingstoke, UK) ausgestrichen. Die Agarplatte wurde danach fur mindestens 24 h bei
37°C gelagert.

Zusatzlich wurde die Sterilitat der porcinen Aortenklappen nach deren Fixation Uberprift. Hierfur
wurden n=2 Klappen mit FISH und n=3 Klappen durch Inkubation in TSB fur 48 h bei 37°C
untersucht. Von dem TSB wurde nach der Inkubation jeweils eine Probe auf Agar

ausgestrichen.

2.2 Praparation und Fixation porciner Aortenklappen

Die porcinen Herzen wurden von einem ortlichen Schlachtbetrieb kauflich erworben. Die
Praparation der Aortenwurzeln erfolgte ca. 24 h nach der Schlachtung, bis dahin wurden sie bei
4°C gelagert. (116, 117) Die freipraparierten Aortenwurzeln wurden in phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) (pH 7,4) (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA) von anhaftendem Blut und
anderen Verschmutzungen gereinigt. Es erfolgte eine Fixierung in 0,6% Glutaraldehyd-PBS-
Lésung (GA) (Glutaraldehyd, 25% in H,O, Reinheit fir Elektronenmikroskopie, Carl Roth,

Karlsruhe, Deutschland) fur 24 h bei Raumtemperatur, anschlieBend wurde die Ldsung
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verworfen. Eine weitere Fixierung erfolgte ebenfalls in 0,6% GA fur mindestens 6 Tage bei 4°C.
(118, 119) Zum Formerhalt der Taschen der Herzklappen wurden sie mit sterilen Kompressen
(BRAUN, Melsungen, Germany) ausgepolstert. (120) Nach der Fixierung wurden die
Aortenwurzeln feinprapariert und bis zu ihrer Verwendung in 0,6% GA bei 4°C gelagert. Die

Fixation und Lagerung erfolgte stets in sterilen Bechern (Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland).

2.3 Annahen der Aortenwurzel an einen passenden Silikonring

Um die Aortenklappen in das in vitro — Modell einsetzen zu kdnnen, mussten sie an einen
Silikonring angenéht werden. Es standen dafir Silikonringe mit den Durchmessern 24, 26 und
28 mm zur Verfigung. Die Laminarbank wurde zum keimarmen Arbeiten wie in 2.1.3.1
beschrieben vorbereitet. Entsprechend der GroRe der Aortenwurzel wurde ein passender,
autoklavierter Silikonring ausgesucht, an den die Aortenwurzel an ihrem ventrikularen Rand mit
einer Einzelknopfnaht angendht wurde. Der Abstand zwischen zwei Einzelknopfstichen betrug
maximal 3 mm, um die Aortenwurzel mdglichst dicht an den Silikonring anzundhen und so
Leckstrome zu vermeiden. Als Nahtmaterial diente ein nicht resorbierbarer, monofiler Faden
(PROLENE, Ethicon, Cincinnati, OH, USA).

Die Aortenwurzel samt Silikonring wurde mindestens lber Nacht in frischem 0,6% GA in einem
neuen sterilen Becher bei 4°C gelagert. Je nach Bedarf wurden die angenahten Klappen so bis

zu ihrer Verwendung gelagert.

2.4 Waschen porciner Aortenklappen

Bevor die an einen Silikonring angenahten Herzklappen im in vitro — Modell eingesetzt wurden,
wurden sie in PBS gewaschen, um freies Glutaraldehyd zu entfernen, das aufgrund seiner
Toxizitat moglicherweise hinderlich fur das Wachstum der Biofilme gewesen wére. Dazu wurden
die Herzklappen zunachst zur ersten Verdiinnung fir 5 Minuten bei Raumtemperatur in PBS
inkubiert. Danach erfolgte ein 3-maliger Wechsel des PBS und Inkubation fur jeweils 15
Minuten. Die so gewaschene Herzklappe wurde fur 24 Stunden bei 4°C in PBS gelagert und am

folgenden Tag zur Biofilmerzeugung im Kreislaufmodell genutzt. (119)
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2.5 Kultur von Staphylococcus epidermidis PIA 8400

Als IE-erzeugendes Pathogen wurde in dem Modell die als Biofilm-bildend bekannte Spezies
Staphylococcus epidermidis PIA 8400 (H. Rohde, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,
Deutschland) genutzt. (121) Die Kultivierung fand stets auf Agarplatten aus bovinem Blut bei
37°C statt. Der CO2?-Anteil entsprach dem der Raumluft. Eine mit dem MicroBank™ — System
(Pro-Lab Diagnostic, Richmond Hill, Canada) bei -80°C gelagerte Probe der Spezies wurde zu
Beginn des Projektes einmalig ausgestrichen und kultiviert. Die so erhaltene, bewachsene
Platte wurde bis zu ihrer Verwendung bei 4°C gelagert. Zwei Tage vor einem Versuch wurde
ausgehend von dieser Platte eine frische, neue Kultur des S. epidermidis auf Agar kultiviert.
Aus dieser Kultur wurde dann am Tag vor Versuchsstart eine Vorkultur hergestellt. Hierzu
wurden 30 ml TSB in ein steriles Zentrifugenréhrchen (50 ml, BIOLOGIX, Jinan, China) gefillt
und drei CFU des S. epidermidis hinzugegeben. Das Zentrifugenrohrchen mit der Vorkultur
lagerte fur ca. 24 h auf einem Plattformschuttler (Polymax 1040, Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland) bei ebenfalls 37°C. Die altere, bei 4°C lagernde Agarplatte mit S.
epidermidis PIA 8400 wurde stets durch die jeweils neuere Platte als Ausgangbasis fur den

nachsten Versuch ersetzt.

2.6 Biofilmerzeugung

Zuerst wurden 1500 ml TSB entsprechend der Herstellerangaben hergestellt. Das Modell wurde
zusammengebaut, mit 2000 ml des Mediums befillt und dann autoklaviert. Die weiteren 500 ml
des TSB wurden ebenfalls autoklaviert. Nachdem das autoklavierte Modell auf ca. 37°C
abgekuhlt war, wurde es unter der Laminarbank platziert und eine entsprechend den Kapiteln
2.2 bis 2.4 vorbereitete porcine Aortenwurzel eingesetzt. Das Modell wurde geschlossen und
die restlichen 500 ml des TSB eingefullt. Anschlie3end erfolgte die Beimpfung mit dem Erreger
Staphylococcus epidermidis PIA 8400 aus einer TSB-Vorkultur. (s. Kap. 2.5) Die Beimpfung
erfolgte stets geeicht Uber die optische Dichte (OD) der Vorkultur, die in einem Photometer
(BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) ermittelt wurde. Es wurden hierbei je
nach Versuch zwei verschiedene Titrierungen verwendet. Das geringere Inokulum betrug 1 ml
der Vorkultur mit einer OD von 0,1, das hohere Inokulum 10 ml der Vorkultur mit einer OD von
0,1. Eine einmalige Auszahlung der Koloniebildenden Einheiten (,Colony Forming Units®, CFU)
und Hochrechnung auf das Gesamtvolumen des Modells ergab fur das geringere Inokulum eine
Titrierung von 1,5x10* CFU/ml und fir das héhere Inokulum 1,5x10° CFU/ml. AnschlieRend
wurden unter der Laminarbank die sterilen Luftfilter und eine Vorrichtung zum Adjustieren des

Pegelstandes im Ausgleichszylinder angebracht. Letztere bestand aus einer Kanile mit einem
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Gewinde, die durch einen der oberen Silikonstopfen im aortalen Kompartiment gestochen
wurde. An dem Gewinde wurden ein steriler Dreiwegehahn (BRAUN, Melsungen, Germany)
und eine 50 ml Spritze (BRAUN, Melsungen, Germany) angeschlossen. Nachdem das so
vorbereitete Modell an der Kolbenpumpe im Inkubatorschrank angeschlossen worden war,
wurde Uber den Dreiwegehahn und die Spritze ein Luftvolumen von 150 ml aus dem aortalen
Kompartiment abgesaugt, sodass der Pegelstand im Ausgleichszylinder um das entsprechende
Volumen sank. So konnte das in Kapitel 2.1.3.2 beschriebene Problem eines zu hohen
Pegelstandes im Ausgleichszylinder und damit ein konsekutives Nasswerden des Luftfilters
verhindert werden. Zum Schluss wurde die Einstellung der Pumpparameter tGberprift und die
Kolbenpumpe wurde eingeschaltet. Ferner musste strikt darauf geachtet werden, dass der
Kolben vor dem Anschlieen des Modells und Absaugen des Luftvolumens im vorderen, d.h.
dem Modell zugewandten Totpunkt stand. Dadurch wurde sichergestellt, dass der erste
Arbeitstakt der Pumpe der Systole entsprach, was fiir die Volumenverhéltnisse im Modell und
folglich der ordnungsgemafen Funktion desselben von wichtiger Bedeutung war. Alle Versuche
wurden standardmaflig mit einer Kultur des Mediums und FISH aller Proben analysiert.

Stichprobenartig erfolgte zuséatzlich eine spezifische FISH und eine real-time PCR.

2.6.1 Etablierungsversuche

Zur Evaluation der optimalen Titrierung des Modells und der Versuchsdauer wurden n=4
Etablierungsversuche zur Biofilmerzeugung durchgefihrt. Hierfur wurde das Modell wie
beschrieben vorbereitet. (s. Kap. 2.6) Die Etablierungsversuche wurden mit verschiedenen
Inokula Uber eine unterschiedliche Zeit durchgefuhrt. Die ersten zwei Etablierungsversuche
liefen mit einem Inokulum von 1,5x10* CFU/mI fur jeweils 24 h bzw. 40 h, die zwei folgenden mit
1,5x10° CFU/m fiir ebenfalls 24 h bzw. 40 h. (Tab. 3)

2.6.2 Reproduktionsversuche

Um die Reproduzierbarkeit der in den Etablierungsversuchen erzeugten Biofiime zu
untersuchen, wurden n=3 Versuche unter identischen Bedingungen durchgefuhrt. Das Inokulum
betrug 1,5x10°> CFU/ml und die Versuchsdauer 24 h. (Tab. 3)
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1,5x10* CFU/ml

1,5x10* CFU/ml 40 h
1,5x10° CFU/ml 24 h
1,5x10° CFU/ml 40 h
1,5x10°> CFU/ml 24 h

Tabelle 3: Ubersicht der Versuche zur Biofilmerzeugung

2.7 Probenentnahme

Nach dem Ende eines Versuchs wurden Proben aus der im Modell inkubierten Aortenwurzel
entnommen. Um in der spateren Analyse auch Hinweise auf mdgliche Unterschiede in der
bakteriellen Adhé&sion und Biofilmbildung bzw. mdglicher Pradilektionsstellen hierfir gewinnen
zu koénnen, wurde pro Versuch an vier verschiedenen Lokalisationen jeweils eine Probe
entnommen. (Abb. 4) (122) Die Probenentnahme erfolgte ebenfalls mit autoklavierten
Instrumenten unter der Laminarbank. Die Proben wurden einzeln jeweils in einem Fish-Fix-
Rohrchen (MOKI Analytics, Berlin, Deutschland) bei 4°C fixiert und bis zu ihrer
Weiterverarbeitung so gelagert.

Abbildung 4: Lokalisationen der Probenentnahme
(1): inter leaflet traingle, (2): Kommissur, (3): lateraler Taschenquerschnitt, (4): mittlerer
Taschenquerschnitt
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2.8 Fluoresezenz-in-situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung war die Methode zur Untersuchung der Proben auf
bakterielle Adhasion und die Bildung von Biofilmen. Wie bereits in Kapitel 1.4.4.3 beschrieben
ist die FISH ein Mikroskopieverfahren, bei dem Fluoreszenz-markierte Sonden an eine
Zielstruktur der Erreger binden und diese so in ihrer natlrlichen Umgebung direkt visualisiert
werden kénnen. Die FISH eignet sich somit hervorragend fiir die Diagnose und Erforschung von
Biofilmen. Bei jedem Versuch wurde von jeder der vier enthommenen Lokalisationen bzw.

Proben jeweils ein Schnitt mittels FISH untersucht.

2.8.1 Prozessierung der Proben

Nach ca. 24 h Inkubation in FishFix wurden die Proben entsprechend der Herstellerangaben mit
dem Kunststoffeinbettsystem Technovit 8100 (Kulzer, Hanau, Deutschland) in einer Histoform S
(Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet. Alle folgenden Schritte zur Einbettung der Proben
fanden bei 4°C statt. Die in FishFix fixierten Proben wurden Gber Nacht in PBS mit einem Anteil
von 6,8% (w/v) Saccharose (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Anschlie3end fand
fir mindestens 1 h zur Dehydratation des Gewebes eine Inkubation in 100% Aceton (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) statt. Danach wurde die Probe mit dem Kunststoffeinbettsystem
infiltriert. Dazu wurde die Probe fir mindestens 6 h, meistens Uber Nacht, mit der
Infiltrationsldsung bestehend aus 100 ml Technovit 8100 Basislésung und 0,6 g Technovit 8100
Harter 1 inkubiert. Die so behandelten Proben wurden dann in der Histoform S eingebettet.
Hierbei wurde darauf geachtet die gewonnenen Proben in den Einbettmulden der Histoform S
so aufzustellen, dass sie auf der Schnittflache standen, damit beim Schneiden der Proben in die
auswertbaren Schnitte ein Querschnitt durch die luminale Seite der Probe entstand. Fir die
spatere Auswertung wurde protokolliert, welche Seite der Probe die luminale Seite war, da nur
diese fur die Auswertung von Relevanz war. Die Einbettmulden wurden dann mit der
Polymerisationslosung (15 ml Infiltrationslésung + 0,5 ml Technovit 8100 Harter 2) gefullt und
mit einer Polyethylen-Folie (Kulzer, Hanau, Deutschland) luftdicht abgedeckt. Fur die
Polymerisation des Kunststoffes wurde die Form fir mindestens 3 h bei 4°C gelagert. Zum
Entnehmen der Proben aus der Form wurden die eingebetteten Proben mit Histobloc (Kulzer,
Hanau, Deutschland) und Technovit 3040 (Kulzer, Hanau, Deutschland) entsprechend den

Herstellerangaben aufgeblockt. (123)

Die erhaltenen Blocke wurden mit einem Rotationsmikrotom (Rotary Medim DDM 0036, Leica,
Wetzlar, Deutschland) unter der Verwendung eines Hartmetallmessers in 2 um dicke Schnitte

geschnitten. Jeder Schnitt wurde in einem Bad aus destilliertem Wasser geglattet und auf einen
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Polysine®-Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mittig aufgebracht. Vor

der weiteren Verarbeitung wurden die Schnitte fir mindestens 2 h bei 37°C getrocknet.

2.8.2 Oligonukleotid-Sonden

Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte an der ribosomalen 16S rRNA mit Oligonukleotid-Sonden.
Je nach Design der zur Zielsequenz komplementéren Sequenz der Sonde ist eine Bindung auf
jeder taxonomischen Stufe mdglich. (92) StandardmaRig wurden bei allen Versuchen die
Domanen-spezifische, panbakterielle Sonde EUB338 (biomers.net, Ulm, Deutschland), fiir den
Ausschluss von unspezifischen, sozusagen falsch-positiven Bindungen die Sonde non-EUB338
(biomers.net, Ulm, Deutschland) und fur eine generelle Zell- bzw. Zellkernvisualisierung der
Nukleinsaure-Farbstoff 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. (92, 123-125) Stichprobenartig wurde zusatzlich in einer weiteren FISH die fir
Staphylococcus spp. Gattungs-spezifische Sonde STAPH und die fir Staphylococcus aureus
Spezies-spezifische Sonde SAU zur Analyse der Biofilme genutzt. (Tab. 4) (126, 127) Um eine
gleichzeitige, jedoch unterscheidbare Visualisierung der verwendeten Sonden zu erméglichen,
waren die Sonden vom Hersteller jeweils mit Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedlicher
Emissionsmaxima markiert worden. EUB338 war mit dem Cyanin Cy3 und non-EUB338 mit
Cy5 markiert, STAPH mit dem Fluorescein Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und SAU ebenfalls
mit Cy3. (Tab. 5) (92, 123)

Sonde Sequenz (5‘—3°)

EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Amann et al. (124)
non-EUB338 CGACGGAGGGCATCCTCA Wallner et al. (125)
STAPH TCCTCCATATCTCTGCGC Trebesius et al. (126)
SAU GAAGCAAGCTTCTCGTCCG Kempf et al. (127)

Tabelle 4: Ubersicht der Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Sonden

Farbstoff Absorbtionsmaximum | Emissionsmaximum Farbe
Cy3 550 nm 570 nm Orange
Cy5 650 nm 670 nm Infrarot
FITC 494 nm 520 nm Grin
DAPI 360 nm 490 nm Blau

Tabelle 5: Ubersicht der Absorbtions- und Emissionsmaxima der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff
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2.8.3 Durchfuhrung der FISH

Die wie in Kapitel 2.8.1 beschrieben vorbereiteten Schnitte wurden zun&chst zwecks
AufschlieBung der Zellwand der grampositiven Kokken mit den Enzymen Lysozym (1 mg/ml in
bidest. H,O, Merck, Darmstadt, Deutschland) und Lysostaphin (1 mg/ml in 0,01 M Tris-HCI, pH
8,0, Merck, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Bei diesem und den folgenden Schritten war das
Einhalten der angegebenen Temperaturen sehr wichtig. Die genannten Enzyme wurden zuvor
auf 30°C vorgewarmt und die Inkubation des Schnittes fand ebenfalls bei 30°C auf einem
Heizblock (HybaidOmniGene, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) statt. Pro Schnitt
wurden zuerst 30 ul Lysozym aufgebracht. Nach 10 min wurden 10 pl Lysostaphin
hinzugegeben. Nach 5 min wurde dann der Objekttrager mit Aqua bidest. abgesplilt und bei
50°C getrocknet. AnschlieRend wurde der Schnitt mit 20 pl des jeweiligen Sondenmix inkubiert,
welcher zuvor auf 50°C vorgewarmt wurde. Der standardméfige Sondenmix bestand aus 17 pl
Hybridisierungspuffer (40% Formamid (v/v), Merck, Darmstadt, Deutschland) und jeweils 1 pl
der Sonden EUB338, non-EUB338 und 1 ul DAPI. Der spezifische Sondenmix beinhaltete 16 ul
Hybridisierungspuffer, 1 pl STAPH, 1 pul SAU und 1 pl DAPI. Die Inkubation der Objekttrager
erfolgte fir mind. 2 h in ebenfalls vorgewdrmten, lichtgeschitzten Inkubationskammern mit
Feuchtigkeitsreservoir bei 50°C. Um ungebundene Sonden zu entfernen, wurde der
Objekttrager nochmals mit Aqua bidest. abgespult und erneut bei 50°C getrocknet. Zum
Schluss wurden 2 Tropfen von dem Eindeckmedium VECTASHIELD® (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) mittig auf den Schnitt aufgetragen und darauf ein Deckglas (Menzel,
Braunschweig, Deutschland) gelegt. Diese Schritte, der Transport und die Analyse der
Objekttrager erfolgten unter lichtarmen Verhaltnissen. Bei Bedarf wurden die so behandelten

Objekttrager lichtgeschitzt bei 4°C gelagert.

Um die Sensitivitéat und Spezifitdt der FISH zu kontrollieren, wurde bei jeder FISH entsprechend
des verwendeten Sondenmix eine Positiv- und/oder Negativkontrolle durchgefihrt. Hierflr
dienten beim standardméfigen Sondenmix Staphylococcus aureus ATCC 25923 und
Escherichia Coli ATCC 25922 als Positivkontrolle, beim spezifischen Sondenmix
Staphylococcus aureus ATCC 25923 und Staphylococcus epidermidis PIA 8400 als Positiv- und
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 und Escherichia Coli ATCC 25922 (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Deutschland) als
Negativkontrolle. Die Hybridisierung der Kontrollen erfolgte wie zuvor beschrieben auf einem
Polysine®-Objekttrager, jedoch wurden geringere Mengen der Reagenzien verwendet

(Lysozym 15 pl, Lysostaphin 5 pl, Sondenmix 10 pl).
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2.8.4 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der Schnitte erfolgte mit dem Epifluoreszenzmikroskop
Axiolmager Z2 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) unter der Verwendung von Schmalbandfiltern
(F36-503 (Cy3), F41-008 (Cy5), F46-002 (FITC), F36-513 (DAPI), AHF Analysentechnik,
Tibingen, Deutschland) und verschiedenen Obijektiven (10x, 40x, 100x Olimmersion, Carl
Zeiss, Jena, Deutschland). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Axiocam 506 Mono (Carl
Zeiss, Jena, Deutschland) und der ZEN Blue Software (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) digital.

Vor der Analyse der Proben wurden die Kontrollen untersucht.

Die mikroskopische Auswertung der n=4 Etablierungsversuche erfolgte qualitativ. Die gesamte
luminale Oberflache des Schnittes und das hiervon basal liegende Gewebe wurde auf das
Vorhandensein von detektierten Mikroorganismen untersucht und es wurde hierbei zwischen
den Kategorien bakterielle Adhasion, Mono- bis Mehrfach-Layer, Mikrokolonie und Biofilm
unterschieden. Bei den n=3 Reproduktionsversuchen wurde zusatzlich mit Hilfe der Software

die Besiedlung in Bezug auf Dicke und Invasivitat manuell vermessen.

2.9 Real-time PCR

Als weitere Methode fir den direkten, molekularbiologischen Erregernachweis wurde

stichprobenartig eine real-time PCR durchgefihrt.

2.9.1 Isolierung der RNA

Zuerst erfolgte die Isolierung und Aufreinigung der RNA der Proben. Sie erfolgte aus 15
Schnitten der eingebetteten Probe mit Hilfe des Rneasy Mini Kits (Qiagen, Venlo, Niederlande)

entsprechend der Herstellerangaben.

2.9.2 Reverse Transkription

AnschlieBend wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Verwendet wurde hierfir das
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande) entsprechend der
Herstellerangaben. Die folgenden Reagenzien stammen aus dem Kit. 12 ul der isolierten RNA
wurden mit 2 yul gDNA Wipeout Puffer bei 42°C inkubiert (Thermocycler UNO |II, Biometra,

Gottingen, Deutschland) und die Reaktion durch sofortiges Stellen der Probe auf Eis hach 2 min
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gestoppt. Der Mix zur Umschreibung der RNA bestand aus 4 ul Reverser Transkriptase, 1 ul 5-
fach RT Puffer und 1 pl RT Primer Mix. Dieser Mix wurde zu dem RNA-Ansatz hinzugefiigt und
15 min bei 42°C im Thermocycler inkubiert, danach nochmals fir 3 min bei 98°C, um die

Reverse Transkriptase zu inaktivieren.

2.9.3 Durchfuhrung der PCR

Mit der so erzeugten cDNA wurde nun eine PCR mit Hilfe des HotStar DNA Polymerase Kits
(Qiagen, Venlo, Niederlande) und des dNTP-Sets PCR Grade 100 mM (Qiagen, Venlo,
Niederlande) durchgefihrt. Die PCR erfolgte aus 5 pl der cDNA und 45 ul eines PCR-Mix
bestehend aus 0,2 pl HotStar Taq Polymerase, 0,5 pl TPU1 Primer (biomers.net, Ulm,
Deutschland), 0,5 pl RTU3 Primer (biomers.net, Ulm, Deutschland), 1 pl dNTP's (10 mM), 2 pl
MgCl, (25 mM), 5 ul 10-fach PCR Puffer und 35,8 pl H,O. Zur Amplifikation wurde dieser
Ansatz im Thermocycler entsprechend den Herstellerangaben mehreren Zyklen erhéhter

Temperatur ausgesetzt.

2.9.4 Geldokumentation

Fur den Nachweis des PCR Amplifikats wurde ein 2% Agarose Gel hergestellt, das vor dessen
Festwerden mit 2,5 ul Midori Green (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
versetzt wurde. In eine Geltasche wurden 10 pl bestehend aus 5 ul PCR Amplifikat und 5 ul
Orange G Beladungspuffer (30 mg Bromphenolblau (Bio-Rad Llaboratories, Hercules, CA,
USA), 15 ml Glycerin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 6 ml EDTA (Merck, Darmstadt,
Deutschland), 0,3 ml Tris-HCI, 30 ml Aqua dest.) pipettiert. Zusétzlich zu den Proben wurde der
Marker ®X174 RF DNA/Hae Il Fragments (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dem Gel
hinzugefiigt. Nach 90 min bei 100 mV wurde das Gel aus der Kammer genommen. Mit Hilfe der
G Box (Syngene, Bangalore, Indien) wurden die Banden bei 530 nm (Emissionsmaximum von
Midori Green) sichtbar gemacht.
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3. Ergebnisse

3.1 Klappenfunktion im in vitro — Modell

In einem Testlauf des Modells mit Wasser wurde eine regelrechte Klappenfunktion im Sinne

eines pulsatilen Offnens und SchlieRens aller drei Taschen der Klappe beobachtet. (Abb. 5)

(A) )

Abbildung 5: Trikuspide Klappenfunktion

Wahrend eines Versuchs des Models mit eingesetzter Aortenklappe und mit Wasser als Medium wurde
makroskopisch die Klappenfunktion beobachtet. (A): Wéahrend der Saugphase der Kolbenpumpe 6ffnen
alle drei Taschen der Aortenklappe. (B): Driickt der Kolben das zuvor angesaugte Volumen wieder zurick
in das Modell schlieBen alle drei Taschen vollstandig, sodass die freien Rander der Taschen aneinander
liegen.
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3.2 Druckmessung

In einer Druckmessung zeigte sich, dass im aortalen Kompartiment des Modells bei einer HF
von 70/min und einem SV von 100 ml ein Druck von ca. 75-78 mmHg gegen die geschlossene
Aortenklappe erzeugt wurde, was einem physiologischen diastolischen Blutdruck entspricht.
Bauartbedingt wurde die Klappendtffnung durch einen Unterdruck erzeugt, da die treibende
Kraft fir die Klappenoéffnung das Ansaugen des Kolbens war. Dieser Umstand zeigte sich
wahrend der Druckmessung mit einem negativen Druck von ca. -20 mmHg im aortalen

Kompartiment wahrend dem Offnen der Aortenklappe bzw. der Systole des Modells. (Abb. 6)

100

Druck [mmHg]

Sekunden

Abbildung 6: Druckmessung im aortalen Kompartiment

Es wurde der Druck im aortalen Kompartiment mit eingesetzter Aortenklappe bei einer HF von 70/min
und einem SV von 100 ml gemessen. Wahrend der Diastole zeigt sich ein physiologischer Druck von bis
zu 78 mmHg gegen die geschlossene Aortenklappe, wahrend der Systole ist der Druck bauartbedingt
negativ und erreicht einen Wert von -20 mmHg.
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3.3 Sterilitatstests

Wahrend der n=3 Sterilitatstests wurde Uber den gesamten Zeitraum von 24 h makroskopisch
im Kulturmedium kein mikrobielles Wachstum festgestellt. In der Kultur auf Agar zeigte sich
ebenfalls in keinem der Versuche ein Wachstum von Mikroorganismen.

In der Analyse mittels FISH von n=2 Aortenklappen nach 7 d Fixation in 0,6% GA konnten keine
aktiven Mikroorganismen beobachtet werden. Die n=3 Aortenklappen, die fir 48 h in TSB
inkubiert wurden, erzeugten kein makroskopisch sichtbares mikrobielles Wachstum. In der

Kultur des TSB auf Agar zeigte sich ebenfalls kein mikrobielles Wachstum.

3.4 Biofilmerzeugung

In allen insgesamt 7 Versuchen zur Biofilmerzeugung auf porcinen Aortenwurzeln zeigte die
makroskopische Untersuchung der Aortenklappe eine intakte Klappenanatomie und regelrechte
Funktion sowohl bei den Versuchen nach 24 h als auch nach 40 h. Die Klappen wurden durch

die Versuche livide und dunkel verfarbt und teilweise war ein transparenter Schleim anhaftend.

(Abb. 7) Bakterielle Vegetationen wurden makroskopisch nicht beobachtet.

Abbildung 7: Makroskopischer Vergleich einer porcinen Aortenklappe vor und nach dem Betrieb
im in vitro — Modell

(A): Porcine Aortenwurzel, angenéht an einen Silikonring. Zustand vor dem Einsetzen und Betrieb im in
vitro — Modell. (B): Porcine Aortenwurzel nach 40 h Betrieb im in vitro — Modell, Modell inkubiert mit
S. epidermidis PIA 8400.
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3.4.1 Etablierungsversuche

Die standardmafige FISH zeigte in allen n=4 Etablierungsversuchen eine kokkoide
Monobesiedlung und die exemplarische, spezifische FISH einer der Versuche identifizierte
deren Gattung als Staphylokokken. In einer ebenfalls exemplarisch von einem Versuch
durchgefiihrten PCR wurde die inokulierte Spezies S. epidermidis als verursachendes
Pathogen der Besiedlung mit einer Ubereinstimmenden Sequenz von 99,81% Uuber 515

Basenpaare nachgewiesen.

Die Besiedlung der Klappen manifestierte sich in allen mdglichen morphologischen Formen.
Das Spektrum reichte von einzelnen, adhéarierenden Kokken tber Mono- und Multilayer und
Mikrokolonien bis hin zu manifesten Biofilmen. In allen Versuchen zeigte sich ein positives Cy3-
Signal der ribosomalen 16S rRNA.

Ein qualitativer Vergleich der Besiedlungsmuster der n=4 Etablierungsversuche miteinander
schien zu zeigen, dass die Besiedlung in Bezug auf Dicke und Invasivitat von der Zeitdauer des
Versuchs und der initialen, bakteriellen Titrierung des Modells beeinflussbar war. Das héhere
Inokulum (1,5x10° CFU/ml im Vergleich zu 1,5x10* CFU/mI) schien hierbei einen gréReren
Einfluss zu haben als die Versuchsdauer (24 h und 40 h). (Abb. 8) In Bezug auf Intensitat der
Besiedlung im Verhdltnis zur Versuchsdauer zeigte folglich der Versuch mit dem héheren

Inokulum und der kiirzeren Versuchsdauer die beste Effizienz.
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Abbildung 8: Vergleich der bakteriellen Besiedlung der Etablierungsversuche via FISH

Die Etablierungsversuche wurden mittels FISH qualitativ untersucht. Jede Zeile des Panels beinhaltet
jeweils Bilder eines Etablierungsversuchs. Die Bilder zeigen die standardmaRige FISH mit der
panbakteriellen Sonde EUB338 in Cy3 (orange), der Nonsense-Sonde non-EUB338 in Cy5 (dunkelrot),
dem Nukleinsaurefarbstoff DAPI (blau) und dem griinen Gewebshintergrund (FITC). Die Spalten 1 und 2
zeigen jeweils die Summe aus allen Kanélen, Spalte 1 in 10-facher und Spalte 2 in 100-facher
VergréRerung. In Spalte 3 ist jeweils der Ausschnitt aus Spalte 2 in schwarz-weil3 gezeigt, jedoch nur mit
DAPI und Cy3, um so einen kontrastreichen Uberblick iiber alle Kokken darzustellen. Die Bilder in Zeile A
stammen aus dem Versuch mit einem initialen Inokulum von 1,5x10* CFU/mI und 24 h Versuchsdauer,
Zeile B 1,5x10* CFU/mI und 40 h, Zeile C 1,5x10° CFU/ml und 24 h, Zeile D 1,5x10° CFU/ml und 40 h. In
jeder Zeile ist eine kokkoide Besiedlung ohne Kontaminanten zu sehen. Innerhalb der Biofilme
(Gesamtheit der Kokken durch DAPI blau) fallen Cy3-positive Kokken (orange) auf. Die gezeigten
Ausschnitte zeigen bakterielle Biofilme, die Gber das Endothel in das Gewebe eingedrungen sind. Wie
anhand dieser Ausschnitte exemplarisch demonstriert, schien die bakterielle Besiedlung der
Aortenklappen in den Etablierungsversuchen durch die Héhe des Inokulums und die Versuchsdauer
beeinflussbar. In Zusammenschau der Besiedlung jeweils der gesamten Schnitte entstand der Eindruck,
dass das hdhere Inokulum hierbei einen gréReren Effekt zeigte als die Versuchsdauer.
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3.4.2 Reproduktionsversuche

Auf die Etablierungsversuche folgten n=3 aufeinanderfolgende Versuche mit einer gleichen
initialen Titrierung des Systems von 1,5x10° CFU/ml und einer Versuchsdauer von 24 h, um die
Reproduktionsfahigkeit der in den Etablierungsversuchen erzeugten, bakteriellen Besiedlung zu

untersuchen.

In allen drei Versuchen wurde mittels FISH eine kokkoide Monobesiedlung der Aortenwurzel
nachgewiesen. Auch in allen Reproduktionsversuchen beinhaltete die Besiedlung ein positives
Cy3-Signal der ribosomalen 16S rRNA. Eine wie zuvor in den Etablierungsversuchen
exemplarisch an einem Versuch durchgefiihrte spezifische FISH zeigte, dass die Kokken
ebenfalls der Gattung Staphylokokken angehérten und eine PCR identifizierte — ebenfalls wie
zuvor in den Etablierungsversuchen — die inokulierte Spezies S. epidermidis als das
verursachende Pathogen der nachgewiesenen Besiedlung. Die Sequenz der Probe stimmte

hier Gber eine Lange von 508 Basenpaaren zu 99,94% mit der Vergleichssequenz Uberein.

Das morphologische Spektrum der Besiedlung war ebenfalls mit dem der Etablierungsversuche
identisch und auch in allen Reproduktionsversuchen wurden Kokken mit einem aktiven
Stoffwechsel nachgewiesen. Der Vergleich der pro Versuch entnommenen 4 Proben (vgl. Abb.
4) miteinander bestatigte den Eindruck der Etablierungsversuche, dass die bakterielle
Besiedlung in besonderem Malie die Taschen der Aortenklappe betraf. Insbesondere der freie
Rand und die Taschenbasis wiesen hier eine im Vergleich besonders intensive Besiedlung auf.
Dieses Besiedlungsmuster war bei allen n=3 Reproduktionsversuchen &hnlich. (Abb. 9) Die
Biofilme an der Oberflache der Taschen hatten eine Dicke von 2 bis 25 um. Es wurden auch
invasive Biofilme basal des Endothels beobachtet. Sie reichten bis zum Stratum myoelasticum
und teilweise sogar bis zur Tela subendocardialis, was von der luminalen Oberflache aus
gemessen einer maximalen Tiefe im Gewebe von 400 um entsprach. Die Dicke der invasiven

Biofilme betrug 4 bis 100 um.
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Abbildung 9: Vergleich der bakteriellen Besiedlung der Semilunartaschen via FISH

Die Ausschnitte des Panels zeigen die Analyse der Reproduktionsversuche mittels standardmaRiger
FISH mit der panbakteriellen Sonde EUB338 in Cy3 (orange), der Nonsense-Sonde non-EUB338 in Cy5
(dunkelrot), dem Nukleinsaurefarbstoff DAPI (blau) und dem griinen Gewebshintergrund (FITC). In Zeile
A, Zeile B und Zeile C wird jeweils ein Versuch mit einem Inokulum von 1,5x105 CFU/ml und einer
Versuchsdauer von 24 h gezeigt. In jeder Zeile wurde Entnahmestelle 4 (vgl. Abb. 4), der Querschnitt
durch die mediale Tasche, untersucht. Die Spalten 1 und 2 zeigen jeweils die Summe aus allen Kanélen,
Spalte 1 in 10-facher und Spalte 2 in 100-facher VergréRerung. In Spalte 1 ist zusatzlich die genaue
Lokalisation des Ausschnittes auf der Tasche dargestellt. In Spalte 3 ist jeweils der Ausschnitt aus Spalte
2 in schwarz-weil3 gezeigt, jedoch nur mit DAPI, um so einen kontrastreichen Uberblick (iber alle Kokken
darzustellen. Wie in den Etablierungsversuchen ist eine kokkoide Besiedlung ohne Kontaminanten zu
sehen und in der durch DAPI blau gefarbten Gesamtheit der Kokken fallen durch die Bindung der Sonde
EUB338 auch orange gefarbte Kokken im Biofilm auf. Die im Panel gezeigten Ausschnitte demonstrieren
die Beobachtung aus der Analyse der gesamten Schnitte, dass in allen n=3 Reproduktionsversuchen im
Schnitt durch die Semilunartaschen eine Besiedlung von vergleichbarer Intensitat und Konstanz stattfand.
In besonderem MafR3e waren der Bereich der Basis und der freie Rand der Tasche besiedelt. Im Vergleich
mit den anderen Entnahmestellen fiel auf, dass die Besiedlung an den Semilunartaschen am intensivsten
war.
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Die in den Reproduktionsversuchen seriell erzeugte, bakterielle Besiedlung der porcinen
Aortenwurzeln wurde mit einem Besiedlungsmuster verglichen, das durch FISH-Analyse eines
humanen, klinischen IE-Falles beobachtet wurde. (Abb. 10) Der Vergleich zeigte, dass das im in
vitro — Kreislaufmodell auf porcinen Aortenwurzeln erzeugte Muster der bakteriellen Besiedlung

mit dem Besiedlungsmuster einer humanen, klinischen IE Ubereinstimmt.

Abbildung 10: Vergleich der bakteriellen Besiedlung der im in vitro — Kreislaufmodell erzeugten
Biofilme mit einer klinischen Probe einer humanen IE

Zeile A: Gewebsprobe einer humanen Aortenklappenendokarditis mit Staphylococcus aureus, praoperativ
antibiotisch behandelt. FISH mit der panbakteriellen Sonde EUB338 in Cy3 (orange), der Nonsense-
Sonde non-EUB338 in Cy5 (dunkelrot) und dem Nukleinsédurefarbstoff DAPI (blau). Al zeigt alle Kanéle
bei 10-facher VergréRerung, die Oberflachen-assoziierten Biofilme imponieren blau. In der 100-fachen
VergrolRerung (A2) zeigt der Ausschnitt einen heterogenen Biofilm aus DAPI-positiven und EUB338-
positiven Kokken. Zur Verdeutlichung der Struktur in A3 lediglich das DAPI-Signal in schwarz-weif3.

Zeile B: Porcine Aortenklappe nach Betrieb im in vitro — Modell mit einer initialen Titration von 1,5x10°
CFU/ml und einer Versuchsdauer von 24 h. StandardmafRige FISH mit der panbakteriellen Sonde
EUB338 in Cy3 (orange), der Nonsense-Sonde non-EUB338 in Cy5 (dunkelrot), dem
Nukleinsaurefarbstoff DAPI (blau) und dem griinen Gewebshintergrund (FITC). In B1 alle Kanale bei 10-
facher VergroRerung, in B2 alle Kanéle bei 100-facher VergréRerung, B3 entspricht Spalte 2 jedoch wird
hier nur DAPI in schwarz-weil3 gezeigt. Die Struktur und Grof3e des Biofilms ist mit der der Zeile A
vergleichbar.
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4. Diskussion

Die IE ist eine Erkankung, deren Therapie weiterhin eine Herausforderung ist. Die Biofilme der
IE sind gegen eine herkbmmliche, systemische Antibiose haufig tolerant und daher
therapierefraktar und viele der Patienten mit formaler OP-Indikation kénnen tatsachlich nicht
operiert werden. (s. Kap. 1.7) Es werden sowohl neue pharmakologische als auch operative
Verfahren zur Therapie der IE benotigt. Da die Auswahl geeigneter Modelle zur
Grundlagenforschung an der IE bisher eingeschrankt ist (s. Kap. 1.6), werden zur Evaluation
neuer Therapieverfahren, insbesondere im Bereich der Klappenprothesen und

Transkatheterklappen, zundchst geeignete Forschungsmaodelle bendétigt.

4.1 Bedeutung der Ergebnisse
4.1.1 Stromungsbedingungen

Es wurde ein in vitro — Modell konstruiert, in dem porcine Aortenwurzeln in toto unter
physiologischen h&modynamischen Stromungsbedingungen betrieben wurden. Entsprechend
der Konzeption des Modells (s. Abb. 2, Kap. 2.1.1), nimmt die Aortenklappe im Modell ihre
physiologische, trikuspide Funktion in vitro auf. (s. Abb. 5) Die Kolbenpumpe verdrangte pulsatil
ein Schlagvolumen von 100 ml mit einer Frequenz von 50/min, was zu einem physiologischen
Volumenstrom Uber die porcine Aortenklappe fiihrte. Da das Schlagvolumen und die
Herzfrequenz an der Kolbenpumpe frei einstellbar sind, lassen sich diese Parameter in weiteren
Versuchen der jeweiligen Fragestellung anpassen. Die durchgeflihrte Druckmessung im
aortalen Kompartiment des Modells ergab wahrend des Betriebes einen diastolischen Druck
von bis zu 78 mmHg, was als physiologischer Druck gegen die geschlossene Aortenklappe
einzustufen ist. Da der systolische Druck im Modell negativ war, sind die Dricke im Modell
faktisch nur eine Naherung an die physiologische Drucksituation in der humanen Aorta. Die
Druckverhaltnisse sind in diesem Modell, das eine bakterielle Besiedlung der Aortenwurzel zum
Ziel hat, jedoch von nicht entscheidender Bedeutung. Denn fiir die Biofilmbildung von Einfluss
und daher fur deren Simulation an der Aortenwurzel entscheidend ist in erster Linie der Fluss
Uber die Klappe. (58, 128, 129) Da im in vitro — Modell der Fluss Uber die Aortenklappe
physiologisch ist, wurde gewahrleistet, dass die Erreger der simulierten Bakteriamie im Modell
zur Adhéasion und Proliferation an der Klappe einer vergleichbaren Stromungssituation
ausgesetzt sind wie im humanen Organismus. Der pulsatile Fluss sorgt fir eine stetige
Durchmischung des Mediums im Modell und die Strémung versorgt den Biofilm unabh&ngig

vom herrschenden Druck fortwdhrend mit neuen  N&hrstoffen. Ein  weiterer
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stromungsabhangiger Faktor, der einen Einfluss auf die Biofilmbildung hat, ist die
Wandschubspannung. (129, 130) Die Wandschubspannung ist die wichtigste stromunsbedingte
Kraft, die direkt auf die Endothelzellen wirkt. Auch die Wandschubspannung ist unabh&ngig
vom herrschenden Druck, sondern wird vor allem von der Flussgeschwindigkeit der Stromung
beeinflusst. (131) Demzufolge ist die Wandschubspannung im in vitro — Modell vergleichbar mit
der, wie sie an humanen Aortenklappen auftritt. Es ist zwar nicht ganzlich auszuschlieRen, dass
auch der Druck einen Einfluss auf die bakterielle Besiedlung haben kbnnte. So ist
beispielsweise ein hoher negativer Druck von bis zu -200 mmHg zur supportativen
Therapie von Biofilmen von infektiossen Wundheilungsstérungen Bestandteil aktueller
Forschungsvorhaben. (132, 133) Es handelt sich in diesen Projekten jedoch um einen
langfristigen, konstanten Druck und die Ubertragbarkeit auf das in vitro — Modell scheint
fraglich, auch da die absoluten Druckwerte im Kreislaufmodell (systolisch ca. -20 mmHg)
deutlich geringer sind. AbschlieRend wird der Einfluss der Druckverhéltnisse im Kreislaufmodell
auf die Biofilmbildung als sehr geringfugig und daher als vernachlassigbar gewertet. Alle fur die
Biofilmbildung relevanten Stromungsparameter sind in dem gezeigten in vitro — Modell der IE

physiologisch.

4.1.2 Mikrobielle Isolation des Modells zur Umgebung

Die Sterilitatstests haben gezeigt, dass innerhalb des Modells kein mikrobielles Wachstum
stattfindet, wenn es mit sterilem Kulturmedium betrieben wird. Die Sterilitdtstests fanden wie
alle anderen Versuche im selben Inkubatorschrank, d.h. einer unsterilen Umgebung statt.
Daraus folgt, dass wahrend des Aufbaus und des Betriebs des Modells keine Mikroorganismen
in dasselbe gelangt sind und das Modell somit eine von der Umwelt isolierte
Wachstumsumgebung fur die Biofilmversuche zur Verfigung stellt. Auch auf den verwendeten
Aortenwurzeln konnten nach der Analyse mit FISH und der Inkubation in TSB-Boullion keine
aktiven Mikroorganismen nachgewiesen werden. Dementsprechend ist das Modell als ganzes

bis zu dem Zeitpunkt der Inokulation des Pathogens steril.

Diese Schlussfolgerungen wurden dadurch bestatigt, dass in allen insgesamt n=7 Versuchen
zur Biofilmerzeugung ausschlief3lich die Monobesiedlung mit dem inokulierten Staphylococcus
epidermidis nachgewiesen wurde. Die standardméafige FISH zeigte in allen Versuchen eine
kokkoide Monaobesiedlung und durch ein positives Signal der Sonde STAPH der spezifischen
FISH wurde die Gattung der Kokken als Staphylococcus identifiziert. Das negative Signal der
Sonde SAU, die S. aureus detektiert, schloss dabei eine mogliche Kontamination mit anderen
Staphylokokken weitestgehend aus. Um den unwahrscheinlichen Fall einer Kontamination mit

anderen Staphylokokken als dem Hautkeim S. aureus dennoch auszuschlieRen, wurden
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zusatzlich zwei PCR durchgefiihrt. Beide PCR identifizierten dabei den Erreger der Besiedlung

als den inokulierten S. epidermidis und bestatigten damit die Schlussfolgerung.

Zusammenfassend wurde demonstriert, dass mit dem entwickelten in vitro — Modell das
Wachstum von Biofilmen auf porcinen Aortenwurzeln ausschlie3lich von ausgewahlten, in das

Modell inokulierten Pathogenen moglich ist.

4.1.3 Biofilmbildung
4.1.3.1 Etablierungsversuche

Die Etablierungsversuche zeigten, dass ausnahmslos der in das System inokulierte Erreger die
Herzklappen mit einem breiten morphologischen Spektrum besiedelte. Die qualitativ bestimmte
Intensitat der Besiedlung war von der Hohe des bakteriellen Inokulums und der Versuchsdauer
beeinflussbar. Die Steigerung der Titration von 1,5x10* auf 1,5x10°> CFU/ml schien hierbei einen
grolBeren Einfluss auszuliben als die Verlangerung der Versuchsdauer von 24 auf 40 h. Es ist
bekannt, dass das Wachstum von Mikroorganismen von verschiedenen Faktoren abhangig ist,
wie z.B. dem Nahrstoffangebot, der Bewegung des Mediums und schlieBlich der Spezies
selbst. (54, 130, 134, 135) Fur Staphylokokken wurden in vitro verhaltnismafig kurze
Verdopplungszeiten von ca. 20-60 min fur die planktonische Vermehrung in TSB mit Dextrose
beobachtet. (136, 137) In der Annahme, dass im Kreislaufmodell hierfiir eine Rate von 60 min
herrschte, musste daher der Unterschied der initialen Titrierung von einer Zehnerpotenz
spatestens nach 4 h Inkubation im Modell Gberwunden worden sein. D.h. folglich wéare der
Versuch mit 1,5x10* CFU/mI (ber 40 h effektiv 12 h langer bei der gleichen planktonischen
Titrierung des Modells inkubiert gewesen als der Versuch mit 1,5x10°> CFU/ml Uiber 24 h und es
ware hier im Vergleich ein gréRerer Einfluss der verlangerten Versuchsdauer zu erwarten
gewesen. Tatsachlich bleibt dies jedoch nur ein Gedankenexperiment, da die Anderung der
CFU-Konzentration Uber die Zeit im Modell nicht gemessen wurde. Die zitierte
Verdopplungszeit ist aul3erdem nur als grobe Abschatzung anzusehen, da Gottenbos et al. und
Domingue et al. nicht exakt den gleichen Stamm bzw. Spezies verwenden, das Wachstum in
TSB mit Dextrose stattfindet und auch weitere Wachstumsbedingungen nicht auf das
Kreislaufmodell Ubertragbar sind. (136, 137) Des Weiteren ist generell fraglich, inwiefern die
bloRe Konzentration der planktonischen Bakterien Uberhaupt im Zusammenhang mit der
Entstehung der oberflachenassoziierten Biofilme in vitro steht. Das Wachstum von S.
epidermidis auf Oberflachen kann bis zu drei Mal schneller sein als das planktonische
Wachstum. (136) So konnte durch eine verlangerte Versuchsdauer eine zu hohe Konzentration

der planktonischen Erreger im Medium durch erhohten Na&hrstoffverbrauch zu einer
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Behinderung des Biofilmwachstums auf der Aortenklappe gefuhrt haben. Letztendlich sind die

Mechanismen fiir den beobachteten Einfluss jedoch unbekannt.

Des Weiteren ist die Versuchsanzahl von jeweils einem Versuch pro Inokulum und Zeitdauer zu
gering, um Uberhaupt eine signifikante Aussage uber die Abhéngigkeit der Biofilmbildung von
den genannten Parametern treffen zu koénnen. Die qualitative Beobachtung, dass die
Biofilmbildung der Etablierungsversuche im Kreislaufmodell mehr von dem erhdhten Inokulum
als von der Versuchsdauer beeinflussbar war, kann daher grundsatzlich nur als Eindruck

bewertet werden.

4.1.3.2 Reproduktionsversuche

Auch die seriellen n=3 Reproduktionsversuche bestatigten die Kontaminationsfreiheit des
Modells. (vgl. Kap. 4.1.2) Mit den Reproduktionsversuchen sollte untersucht werden, ob unter
gleichen Betriebsbedingungen vergleichbare Besiedlungsmuster auf den Aortenwurzeln
entstanden. Um orientierend Pradilektionsstellen fur die Biofilmbildung zu identifizieren, wurden
alle vier Entnahmestellen (s. Abb. 4) via FISH miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass vor
allem die Taschen der Klappen vergleichsweise intensiv besiedelt waren und dort das
gualitative Gesamtbild der Besiedlung und die manuell gemessene Dicke und Invasivitat der
Biofilme im Mittel in allen n=3 Versuchen untereinander &hnlich und konsistent waren. Jedoch
bleibt diese Analyseform trotz der manuellen Messung insgesamt nur qualitativ und erreicht
nicht die objektive Aussagekraft einer echten Quantifizierung. Da pro Probe nur ein Schnitt
ausgewertet wurde, kann aufRerdem keine Aussage Uber den raumlichen Verlauf der Biofilme

Uber die Probe getroffen werden.

Dennoch ist das im Kreislaufmodell beobachtete Besiedlungsmuster qualitativ mit dem einer
klinischen, humanen IE vergleichbar. Die Ausbildung der verschiedenen Morphologien von
einzelnen adhéarierenden Kokken bis hin zu manifesten Biofilmen, deren Invasivitat teilweise
fast bis in das Myokard reichte, demonstriert, dass in dem Modell die Pathomechanismen der
Biofilmbildung wie bakterielle Adhésion, Proliferation, EPS - Synthese, folglich die
Biofilmbildung selbst und die Infiltration des Gewebes stattfanden. (54, 138) Eine bakterielle
Infiltration basal des Endothels wird in humanen IE — Fallen ebenfalls beobachtet. (91, 95) Nicht
nur in den Reproduktionsversuchen, sondern in allen n=7 Versuchen wurde ein positives Cy3-
Signal der ribosomalen 16S rRNA beobachtet. Dies wies aufgrund der ribosomalen Aktivitat auf
Bakterien mit einem aktiven Stoffwechsel hin. (92, 94, 139) Cluster dieser aktiven Kokken und
Bereiche im Biofilm mit inaktiveren Kokken deuteten auf die komplexe Strukturierung innerhalb

des Biofilms hin, wie sie im Menschen beobachtet wird. (91, 138, 140) Auch die Beobachtung,
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dass insbesondere die Taschen selbst von der Besiedlung betroffen waren, gleicht den

Befunden einer humanen IE. (51)

4.2 Limitationen

Das prasentierte Kreislaufmodell erzeugt zwar unter physiologischer humaner Hamodynamik
eine bakterielle Besiedlung auf Aortenwurzeln in toto und das mit einem nachgewiesen
vergleichbarem Muster einer humanen IE, aber da es ein in vitro — Modell ist bleibt es dennoch
nur eine Annaherung an die Besiedlung in vivo. Der grof3te Unterschied zur Situation in vivo ist
das Fehlen von Immunfaktoren eines lebenden Organismus. TSB stellt in dem Modell das Blut
dar und die Aortenwurzeln wurden in Glutaraldehyd fixiert. Es fehlen daher alle humoralen und
zellularen Abwehrmechanismen des Immunsystems. Eine weitere Konsequenz des Ersatzes
des Blutes mit TSB ist das Fehlen von Thrombozyten und Fibrin. Entsprechend konnte keine
Bildung von Vegetationen beobachtet werden, da diese essentiellen Bestandteile derselben
nicht vorhanden waren. Weiterhin unterscheidet sich die Nahrstoffzusammensetzung des TSB

ohne Dextrose und auch die Viskositat von der des humanen Blutes.

Die initiale Titrierung des Modells von 1,5x10* bis 1,5x10° CFU/mI entspricht denen von zuvor
publizierten in vitro — und in vivo — Modellen. Es werden in beiden Féllen Inokula von 1x10°
CFU/ml bis 1x10° CFU/ml verwendet. (36, 37, 102, 103, 111) Der Verlauf dieser Titrierung
unterscheidet sich jedoch sehr zwischen beiden Modellarten, da in vivo — Modelle ber ein
intaktes Immunsystem verfligen. So zeigen Veloso et al., dass im in vivo — Modell bereits nach
2 h ein Bolus von 10° CFU nicht mehr im Blut nachweisbar sein kann. (141) In in vitro —
Modellen ist dagegen aufgrund ungehinderter Wachstumsmaoglichkeit eine Steigerung der
planktonischen Erregerkonzentration zu erwarten. Die hier und in den zitierten Modellen
verwendete Titrierung ist vermutlich um ein Vielfaches héher als die Konzentration einer
Bakteriamie im Menschen. In einer Studie, in der die Bakteriamie nach dentalen Eingriffen
gemessen wurde, zeigt sich eine maximale Konzentration von 10 CFU/ml. (142) Die im Modell
gewdhlte Titration entspricht foglich am ehesten einer sehr hochgradigen Bakteriamie. Ein
interessanter Losungsvorschlag, um eine klinische Bakteriamie in vivo besser zu simulieren,
besteht in einer kontinuierlichen Injektion des Inokulums. (141) Eventuell konnte dieses

Verfahren auch die Naherung des Kreislaufmodells an die Situation in vivo weiter verbessern.

Trotz der vorhandenen Limitationen des Modells ist zusammenfassend festzuhalten, dass die
Néaherung an die in vivo — Situation in dem vergestellten in vitro — Modell im Vergleich zu bisher

publizierten in vitro — Modellen der IE von einer neuen Qualitét ist.
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4.3 Fazit

Das in dieser Arbeit prasentierte Modell ist das erste in vitro — Kreislaufmodell der infektiésen
Endokarditis, das in vitro die mikrobielle Besiedlung einer Aortenklappe in toto mit
ausgewahlten Mikroorganismen unter einer physiologischen Hamodynamik ermdglicht. Das
Modell simuliert mit einer bisher einzigartigen Nahe und Vergleichbarkeit eine humane IE in
vitro. Insbesondere fir die initiale Erprobung von neuartigen Therapieverfahren stellt dieses

Modell eine wesentlich zeit- und kostengunstigere Alternative zu in vivo — Modellen dar.

4.4 Ausblick

Das vorgestellte Kreislaufmodell bietet eine neue Forschungsgrundlage zur Erforschung der IE.
Der Einsatz des Modells ist in verschiendenen Forschungsschwerpunkten mdglich. Zum einen
ist das Modell zur mikrobiologischen Analyse der Biofilmformation geeignet. Durch die serielle
Erzeugung von Biofilmen ausgewahlter Erreger verspricht das System neue Einblicke in die
Pathogenese der IE zu gewdhren. So sind beispielsweise Erkenntnisse tber die Lokalisation
von Pradilektionsstellen der bakteriellen Adhéasion an der Klappe und des Biofiimwachstums
insgesamt denkbar, sowie die Formation und Aktivitdt der Pathogene im Biofilm. Durch die
Mdglichkeit verschiedenartige Kreislaufsituationen in dem Modell zu simulieren, lasst sich
aulerdem der Einfluss von Stromung auf die Bildung von Biofilmen an der Aortenklappe

untersuchen.

Zum anderen ist das Modell fir die Evaluation von sowohl pharmakologischen als auch
operativen und katheterbasierten Therapieverfahren geeignet. Vor allem fir Letzteres scheint
es in besonderem MalRe geeignet zu sein. Denkbar ist zum Beispiel die Evaluation von
therapeutischen und praventiven Device Coatings. Da der Betrieb verschiedener
Klappenformen wie biologischer und mechanischer Prothesen und von Transkatheterklappen in
dem Modell méglich ist, kbnnen verschiedenartige, beschichtete Devices erprobt werden. Im
Vergleich zu in vivo — Modellen ist das in vitro — Kreislaufmodell fir eine erste Erprobung
solcher Devices womdoglich interessanter, da es einen deutlich geringeren personellen und
finanziellen Aufwand bendétigt. Das hier prasentierte Modell kénnte daher als Grundlage dienen
und ein Anreiz dafiir sein, um innovative Verfahren zur Therapie der IE zu entwicklen und

dadurch deren Prognose nachhaltig zu verbessern.
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4.4.1 Evaluation antimikrobiell beschichteter Transkatheterklappen

Da rund ein Viertel der IE — Patienten trotz Operationsindikation nicht operiert werden kann
(114) (vgl. Kap. 1.7), ist die Entwicklung von neuen Therapieverfahren fir diese
Patientengruppe  notwendig. Die  Implantation einer  antiinfektiv  beschichteten
Transkatheterklappe mit Wirkstoffreservoir kénnte ein neues, die Prognose verbesserndes
Therapieverfahren fir Patienten mit Aortenklappenendokarditis sein. Hierbei wirde die
Transkatheterklappe wie beim chirurgischen Herzklappenersatz eine physiologische
Aortenklappenfunktion wiederherstellen und das topische Antiinfektivareservoir wirde direkt
lokal antimikrobiell auf den Biofilm der IE wirken und so zusatzlich zur systemischen

antibiotischen Therapie die Eradikation der Erreger unterstiitzen.

Um eine erste Evaluation der Machbarkeit dieser Idee durchzufihren, wurde ein antiinfektiv
beschichteter Stent entwickelt, der zur Implantation in eine Aortenwurzel geeignet ist. Er wurde
im vorgestellten in vitro — Modell in eine porcine Aortenwurzel implantiert, die zuvor im Modell
bakteriell besiedelt wurde. (Abb. 11) Der Stent wurde mit einem Polyglycerol beschichtet. (143)
Beladen wurde das Coating zunachst mit Vancomycin. Die Beladung ist mit verschiedenen
Wirkstoffen mdglich. In zukiinftigen Versuchen ist die Priifung verschiedener Antibiotika einzeln
oder in Kombination oder auch die Prifung anderer antimikrobieller Wirkstoffe denkbar, z.B.
Kupfer-Nanopartikel. (143)

Die in dieser Arbeit geleistete Entwicklung und Etablierung des in vitro — Kreislaufmodells der IE
soll als Grundlage dienen, um eine Machbarkeitsstudie der Idee einer antiinfektiven
Transkatheterklappe durchzufihren.
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Abbildung 11: Erster Test eines antiinfektiv beschichteten Stents als Pilotprojekt zur Evaluation
der Machbarkeit einer antiinfektiv beschichteten Transkatheterklappe zur Therapie der IE

Eine wie beschrieben behandelte porcine Aortenwurzel (s. Kap. 2.2-2.4) wurde mit einer initialen
Titrierung von 1,5x10° CFU/m fiir 24 h im in vitro — Kreislaufmodell inkubiert. Fur den spateren Vergleich
wurde eine Probe der Aortenwurzel entnommen und in FishFix fixiert. AnschlieRend wurde ein zuvor
angefertigter Stent manuell in die Aortenwurzel implantiert. Um die Auflageflache fiir die Beschichtung zu
vergréBern, wurde zirkular in Glutaraldehyd fixiertes, bovines Perikard an den Stent angenaht. Die
Beschichtung des Stents erfolgte mit Polyglycerol (143) und dessen Beladung mit 500 mg Vancomycin
gelést in PBS. Die Aortenwurzel samt Stent wurde in ein autoklaviertes, zweites Kreislaufmodell
eingesetzt und wiederum fur 6 h bei einem HMV von 5 | betrieben. Hierbei wurde ein im Verhaltnis 1:2 mit
zwei Teilen PBS verdinntes TSB verwendet.
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