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BCB-s.d.m.: BC-deprived bare-s.d.m., s.d.m. nachdem die Celluloseummantelung abge-
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Zusammenfassung

Einleitung

Die chronische Herzinsuffizienz ist eine der haufigsten Erkrankungen weltweitund geht
in fortgeschrittenen Stadien mit einer schlechten Prognose einher. Die Utlima-Ratio
bleibt weiterhin eine Herztransplantation. Aufgrund des anhaltenden Mangels von Spen-
derorganen, stellen linksventrikulare Unterstlitzungssysteme eine wichtige Alternative
dar. Aktuell verfiigbare Gerate sindflireinen gesicherten Energie-und Informationstrans-
fer aufein Verbindungskabel zur Controller-Einheit—eine sog. Driveline - angewiesen.
Infektionen der Driveline, welche sich entlang des subkutanen Tunnels bis zum Medias-
tinum und damit zur Pumpeneinheit ausbreiten, sind weiterhin eine Hauptkomplikation
wahrend der Unterstlitzung mit diesen Systemen. Biosynthetische Cellulose zeichnet
sich durch seine hohe Biokompatibilitdt aus und stelltaufgrund seiner geringen Porositat
eine theoretische Barriere gegenuber der Durchwanderung von Pathogenen dar. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Barriere flir eine bakterielle Durchwanderung einer ober-
flachenveranderten biosynthetischen Cellulose und deren Bedeutung in der Pravention

einer Driveline-Kontamination durch Pathogene in einem Tiermodell untersucht.

Methoden

Primar wurde in vitro die Durchlassigkeit der Cellulose fur fluoreszierende Mikropartikel
in einem Zwei-Kammer-System untersucht, gefolgt von der Evaluation der Barriere ge-
genuber bakterieller Permeation. Nach Charakterisierung der Barrierefunktion in vitro,
wurden die Auf3enhillen von Drivelines mittels derselben Cellulose-Membranen umman-
telt undanschlie3end diein-vivo-Barrierefunktion getestet. Insgesamt wurden 16 Kontrol-
len und 16 Cellulose-ummantelte Driveline-Auf3enhullen in 8 Ziegen implantiert. Nach ei-
ner Implantationsdauer von 6 Wochen (4 Tiere) und 12 Wochen (4 Tiere) wurden die
implantierten Driveline-Aul3enhillen mitsamtumgebendem Gewebe explantiert. Die Dri-
veline-Oberflache wurde anschliel3end mittels Sonikation auf bakterielle Kontaminaton
hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie wurden mittels deskriptiver Statistik ausge-

wertet.
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Ergebnisse

Die untersuchte Cellulose stellt eine Barriere fur Mikropartikel von 2 um Gré3e dar und
ist auch fur Staph. aureusimpermeabel. Auch in-vivo konnte diese Barrierefunktion re-
produziert werden. Obwohl die Cellulose-beschichteten Implantate insgesamt haufiger
infiziertwaren als die Kontrollen, verhinderte die Cellulose-Membran in einer relevanten

Anzahl der Falle die Kolonisation der darunterliegenden Driveline-Aul3enhdlle.

Schlussfolgerung

Die durchgefuhrte Studie liefert erste Hinweisen darauf, dass die verwendete oberfla-
chenmaodifizierte Cellulose-Membran eine Barrierefunktion gegenuber der bakteriellen
Kolonisation der Driveline-Oberflache besitzt. Zusammen mit der Mdglichkeit, die biosyn-
thetische Cellulose mit antibiotischen Wirkstoffen zu beladen, stellt die Barrierefunktion
der untersuchten Cellulose eine neuartige Moglichkeit dar, in der Zukunft die Infektion

von Herzunterstiitzungssystemen zu verhindern.



Abstract 3

Abstract

Introduction

Chronic heart failure is one of the most common health conditions worldwide and is ac-
companied by a poor prognosis in a more advanced state. Heart transplantation remains
the gold standard therapy in patients with terminal heart failure despite optimal medical
and device therapy. Due to the ongoing organ donor shortage the use of left ventricular
assist devices has been established as a bridge-to-transplant or as an alternative in the
treatment of end stage heart failure. Available and approved state of the art systems rely
on a continuous power and information transfer via an electrical cable to the controller
unit—the so called driveline. Infection of the driveline are a main complication during the
support with these systems and continuously endanger the life of the patient, since the
pathogens are able to ascend along the driveline to the pump and therefore into the me-
diastinum. Biosynthesized cellulose is characterized as highly biocompatible and due to
its low porosity as impermeable for bacteria. This study evaluates the barrier function
against bacterial permeation and furthermore the prevention of driveline contamination in

an animal trial.

Methods

In a first experiment the permeability of the cellulose for fluorescing microparticles was
evaluated with a custom designed two chamber system, followed by evaluation of the
barrier against bacterial permeation. After evaluation of the barrier function in vitro, the
outer sheaths of drivelines were wrapped with the cellulose membranes and afterwards
the in-vivo barrier function tested. In total 16 cellulose covered driveline mantles and 16
control driveline mantles were implanted in 8 goats. After being left in situ for 6- (4 ani-
mals) and 12-weeks, the implantsand surroundingtissue were explanted. Sonication was
used to evaluate the driveline surface for bacterial contamination. Results were analyzed

using descriptive statistics.

Results

The evaluated biosynthetic cellulose presented to behave as a barrier for microparticles

with a size of at least 2 um and is also impermeable upon inoculation with Staph. aureus.
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This function as a barrier could be reproduced in-vivo. Despite higher colonization rates
upon cellulose-covered driveline mantles, in a relevant number of cases the underlying

driveline surface was colonization free while the cellulose was contaminated.

Conclusion

The performed study represents first evidence that the surface-modified cellulose acts as
an impermeable barrier against bacteria and prevents the colonization of the driveline
surface. Taken together with the possibility of loading the biosythesized cellulose with
antibiotic substances, the barrier function evaluated in this study presents a novel strat-
egy to reduce the rate of ventricular assist device infections caused by driveline contam-

ination in the future.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Kosten der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz betrifftcirca 65 Millionen Menschenweltweit. 1 In westlichen Gesellschaf-
ten wieden USA oder Deutschland, befindetsich die Pravalenz dieserKrankheitin einem
Bereich von 1-2%.23 Mit zunehmendem Alter der Menschen wird die Pravalenz dieses
Krankheitsbildes weiter zunehmen. Zusatzlich sind die hohen Kosten fir die Versorgung
der betroffenen Patienten eine groRe 6konomische Last flir Gesundheitssysteme welt-
weit. Die jahrlichen direkten und indirekten Kosten dieser Erkrankung werden auf 108
Mrd. Dollar geschatzt.# In Deutschland kostet die Versorgung eines Patienten mit Herz-

insuffizienz jahrlich circa 25 000 Euro.>

1.2 Atiologie der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz resultiertaus der Schadigung des Herzmuskels und dem damit verbun-
denen Verlust an Myozyten. In der Folge kommt es zu einer eingeschréankten Funkton
des Herzmuskelsund damit zu einerverminderten Auswurfleistung des Herzens. Haufige
Ursachen fur Herzinsuffizienz sind die Koronare Herzerkrankung und die arterielle Hy-
pertonie. Darlber hinaus kann die Herzschwache die Folge von Kardiomyopathien, My-

okarditiden, Herzklappenerkrankungen, Arrhythmien oder Toxinen sein.®

1.3 Diagnostik und Klassifikation der Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienzistein klinisches Syndrom, welches durch eine inadaquate Pumpfunkton
des Herzens bedingt ist. Je nach betroffener Herzkammer wird die Herzinsuffizienz in
eine Linksherz-, Rechtsherz- oder Globalherzinsuffizienz eingeteilt. Im Falle der Global-
herzinsuffizienz sind beide Kammern gleichzeitig betroffen. Am haufigsten manifestiert
sich die Herzinsuffizienz primar am linken Ventrikel. Die Rechtsherzinsuffizienz ist dann

meist eine Folgeerscheinung der Erkrankung des linken Herzens.

Klinisch wird die Linksherzinsuffizienz sowohlI mittels der subjektiven NYHA-Klassifikation
in die Kategorien | (objektiver Nachweis einerkardialen Dysfunktion ohne Symptome) bis
Kategorie IV (klinische Symptome der Herzinsuffizienz bereitsin Ruhe) eingeteiltalsauch

anhandder in der Echokardiographie gemessenen Herzleistung (Ejektionsfraktion, EF).
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Je nach linksventrikularer EF werden entsprechend der 2021 Leitlinie der Europé&ischen
GesellschaftfirKardiologie (ESC) drei unterschiedliche Typen der Linksherzinsuffizienz
klassifiziert: Herzinsuffizienz mit reduzierter EF (< 40%) (heart failure with reduced ejec-
tion freaction, HFrEF), Herzinsuffizienz mit maRig eingeschrankter EF (41-49%) (heart
failure with mildly reduced ejection fraction, HFmrEF) und Herzinsuffizienz miterhaltener
linksventrikularer EF (= 50%), aber zusatzlichen klinischen Herzinsuffizienzsymptomen,
objektiver kardialer Dysfunktion und pathologischen Laborwerten typisch fir eine Herzin-

suffizienz (heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF).2

Dartber hinaus kbnnen Patienten mithochgradiger Herzinsuffizienz (NYHA 1lI-1V) weiter
in sieben unterschiedliche Patientenkohorten unterteilt werden — entsprechend der soge-
nannten INTERMACS-Klassifikation (Interagency Registry for Mechanically Assisted Cir-
culatory Support), wie in Tabelle 1 dargestellt. Diese Klassifikation ist ein wichtiges In-
strument bei der Entscheidung, welche Patienten miteinem mechanischen Kreislaufsys-

tem therapiert werden sollten.”
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Tabelle 1 INTERMACS-Klassifikation zur Einteilung der physischen Beeintrdchtigung von Patienten mit
fortgeschrittener Herzinsuffizienz

INTER-  Kurzbeschreibung Definition
MACS

Profil

,Crash and Burn*

Kritischer kardiogener Schock

13

,oliding on inotropes®  Verschlechterung des Zustandes trotz inotroper

Unterstitzung

,Dependent stability” Hamodynamische Stabilitat mit inotroper Unter-
stlitzung und/oder temporarer mechanischer
Kreislaufunterstitzung, Weaning nicht moglich

.Frequent flyer Phasen ohne inotrope Unterstiitzung maoglich,
fluktuierende hohe Dosen an Diuretika, es
kommt ohne Unterstiitzung zu Phasen kardialer

Dekompensation, in Ruhe symptomatisch

~,Housebound* Keine physische Anstrengung mdglich, jedoch
in Ruhe stabil
~Walking wounded* Nur leichte physische Belastung mdglich, keine

Symptomatik in Ruhe
,Placeholder” NYHA lll ohne akute kardiale Dekompensatio-
nen

INTERMACS: Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Sup-

port; adaptiert von Stevenson et al.” und 2021 ESC Guidelines?

Der diagnostische Algorithmus, der in den Leitlinien 2021 der ESC vorgesehen ist, be-
steht aus einer Kombination der Beurteilung der Klinik des Patienten, einem abnormalen
EKG, Laborergebnissen der natriuretischen Peptide (NT-pro BNP oder BNP) und dem
Ergebnis einer echokardiographischen Untersuchung.? Diese diagnostische Vorgehens-

weise erlaubt die sichere Zuordnung der Patienten zu einer der drei zuvor dargestellten
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Patientengruppen mit Linksherzinsuffizienz oder den Ausschluss der Differenzialdiag-
nose Herzinsuffizienz. Typischerweise prasentieren sich die Patienten mit einer Kombi-
nation aus Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen, typischen Symptomen der
Herzschwache wie Atemnot, Unterschenkelédemen, Nykturie oder anderen klinischen
Aufféalligkeiten wie gestaute Jugularvenen und pulmonalen Rasselgerduschen. Im An-
schluss an die korrekte klinische Diagnose der Patienten muss die Ursache der Herzin-

suffizienz genauer untersucht werden, um den korrekten Therapieansatz zu wahlen.

1.4 Therapie der Herzinsuffizienz

Die Standardbehandlung einer Herzinsuffizienz besteht aus einer Kombination der Be-
handlung der Ursache der Herzinsuffizienz (z.B. Koronarrevaskularisation bei ischami-
scher Kardiomyopathie) und der optimalen medikamentdésen Behandlung der Herz-
schwéache. Die medikamentdse Standardtherapie der chronischen Herzinsuffizienz be-
steht aus einer Kombinationstherapie mit 3-Blockern, Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-
Inhibitor, Aldosteronantagonisten und SGLT2-Hemmern. Dartber hinaus kann in be-
stimmten Fallen eine invasive Therapie mittels kardialer Resynchronisationstherapie
(cardiac resynchronization therapy, CRT) eingeleitetund damit die Herzleistung gestei-
gert werden. Eine Herztransplantation stelltdie Ultima Ratio der Therapie der Herzinsuf-
fizienz dar. Aufgrund der Organknappheit, kommen nurhochgradig selektierte Patienten
far eine Transplantation in Frage. Um die Wartezeit zu Uberbriicken oder um Patienten
ausreichend fur eine Organ-Anwarterschaft zu stabilisieren, werden zunehmend mehr

linksventrikuléare Unterstiitzungssysteme (leftventricularassist devices; L-VADS) genutzt.

1.5 Herzunterstltzungssysteme (Ventricular assist device, VAD)

Herzunterstiitzungssysteme (VADs) sind medizinische Gerate, die in der Lage sind, die
Pumpfunktion des Herzens zu unterstiitzen. Je nachdem welcher Ventrikel unterstitzt
wird, unterscheidet man zwischen linksventrikularen-, rechtsventrikularen oder in selte-
nen Fallen biventrikularen VADs. Durch die hohe Pravalenz der Linksherzinsuffizienz
werden die meisten VADs als linksventrikulare Herzunterstiitzungssysteme (left ventricu-
lar assist device, LVAD) implantiert,um die zu schwache linke Herzkammer zu unterstit
zen. Indikationen flr die Therapie mit LVADs reichen von ,Bridge to Recovery® - mit dem

Ziel, dass das Unterstitzungssystem nach Erholung der Pumpleistung des Ventrikels



1 Einleitung 9

wieder zu explantieren - tber ,Bridge to Transplantation“bishin zur,Destination Therapy*
(DT) fur Patienten, die einerHerztransplantation nichtzugeftuhrtwerden kdnnen. Entspre-
chend der aktuellen ESC Leitlinie fur die Therapie der Herzinsuffizienz kommt eine The-
rapie mit LVADs fur Patienten in Frage, die trotz optimaler medikamentdser Therapie an
einer schweren, symptomatischen Herzinsuffizienz leiden, keine schwere rechtsventriku-
lare Dysfunktion aufweisen, einen stabilen sozialen Ruckhalthaben und es keine Kont-
raindikationen fiir die Therapie gibt. Dartiber hinaus miissen die Patienten ein weiteres
Charakteristikumaufweisen, wie beispielsweise eine hochgradig eingeschrankte EF, Un-
fahigkeitzu physischer Anstrengung, multiple Hospitalisierung fiir kardiale Dekompensa-
tionen, Abhangigkeitvon inotropen Substanzen, Therapie mit einem temporaren Kreis-
laufunterstitzungssystem, zunehmender Dysfunktion von Endorganen durch ein mani-
festes low cardiac output Syndrom und die damit einhergehende Malperfusion der End-
organe. Typische Kontraindikationenftrdie Implantation von LVADs sind die Unmdglich-
keit einer dauerhaften Antikoagulation, schwere Nierendysfunktion, ventrikularen Ar-

rhythmien und aktive Infektionen.?

Typischerweise werden LVADSs bei Patienten implantiert, die eine schwere Herzinsuffizi-
enz aufweisen undsich in den Profilen 2-3 der INTERMACS Klassifikation (siehe Tabelle
1) wiederfinden. Patienten imakuten, kritischen kardiogenen Schock (INTERMACS Profil
1) sind in diesem Zustand keine guten Kandidaten fiir die Implantation von permanenten
VAD-Systemen. In der klinischen Praxis werden diese Patienten mittels temporaren
Kreislaufunterstitzungssystemen stabilisiert und erst nach klinischer Stabilisierung gel-

ten diese Patienten als potenzielle Kandidaten fur permanente VAD-Systeme.

Bei der aktuellen dritten Generation der handelsiblichen VAD-Systeme handelt es sich
um zentrifugale, continuous flow (CF, kontinuierlicher Fluss) Pumpen. Die Systeme be-
stehen aus der Pumpeneinheit mit integriertem Einlassstutzen, mit dem Blut aus dem
Ventrikel angesaugtwird, und einem hinter der Pumpe befindlichen Blutauslass im Sinne
einer Rohrprothese, die im Falle von LVAD-Systemen meist mit der Aorta ascendens
verbunden ist. Fur die Pumpensteuerung und die Energieversorgung besitzen die Sys-
teme eine extrakorporale Batterie- und Kontrolleinheit. Das aktuell einzige am Markt ver-
fugbare “State of the Art’-System stellt das HeartMate Il (Abbott, Chicago, IL, USA) dar,
nachdemdasHeartWare HVAD (Medtronic, MN, USA) 2021 nach einem FDA-Recall vom
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Markt genommen wurde. Die HeartMate 1ll Pumpe basiert auf einer magnetischen Lage-
rung des Rotors, der sogenannten magnetischen Levitation.2 Entsprechend kommt es
durch dieses Design zu keinem direkten Kontakt zwischen Blutund der Motorlagerung,
ein wichtiger Aspekt, um fatale Pumpenthrombosen zu verhindern, welche eine gefirch-
tete Komplikation wahrend der Therapie mit LVADs darstellt. Die aktuelle Generation der
Herzunterstitzungssystemeistaufeinen Energie-und Informationstransferzwischen der
extrakorporalen Batterie, dem Kontroll-Computerund der intrakorporalen Pumpe tiberein

elektrisches Kabel — der sogenannten Driveline — angewiesen.

Meist werden LVAD-Systeme Uber eine mediane Sternotomie unter Verwendung der
Herz-Lungen-Maschine implantiert. Nach der Er6ffnung des Brustkorbs wird der Patient
zentral an die Herz-Lungen-Maschine angeschlossen. AnschlieRen wird die optimale Po-
sition des Einlassstutzen am linken Ventrikel in der Nahe des linksventrikularen Apex
festgelegt. Die Positionierung wird mittels simultaner transdésophagealer Echokardiogra-
phie unterstitzt, um akzidentielle Verletzungen des interventrikularen Septums zu ver-
meiden und zukinftigen Ansaugphdnomenenvorzubeugen. Vor der Er6ffnung deslinken
Ventrikels wird ein Konnektionsring auf dem linksventrikularen Apex aufgenéht. Dieser
dient spater als Verbindung zwischen dem linken Ventrikel und dem Pumpengehause.
Nachdem der Einflussstutzen in die erdffnete linke Herzkammer eingefihrtwurde, wird
das Pumpengehause amKonnektionsring befestigtund die Driveline durch die Hautnach
aul3en getunnelt. Die Austrittstelle befindet sich typischerweise oberhalb des Bauchna-
bels. Zuletztwird die Rohrprothese an der Aorta ascendens End-zu-Seitaufgenéht. Dazu
wird die Aorta tangential ausgeklemmt. In der klinischen Realitat sind auch noch komple-
xere Implantationsstrategien moglich: beispielsweise die minimalinvasive Implantation
ohne Durchfuihrung einer medianen Sternotomie oder die Implantation ohne Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine.?

1.6 VAD spezifische Infektionen und Driveline-Infektionen

Trotz deutlicher Fortschritte im Design der neuesten CF-Pumpen, optimierter Implantati-
onstechniken und verbesserten Protokollen zur postoperativen Wundversorgung bleiben
Driveline-Infektionen eine Hauptkomplikation wahrend der Therapie mit Herzunterstit-

zungssystemen.
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Da die Drivelines als Verbindungselement zwischen der implantierten Pumpe und der
externalen Stromquelle fungieren, stellt die Driveline-Austrittstelle eine konstante Unter-

brechung der Hautbarriere dar und dementsprechend eine Eintrittsstelle fir Pathogene.

Wie auch bei anderen medizinischen Implantaten, wie zentralen Venenkathetern oder
Peritonealdialysekathetern, kbnnen bei einer Kontamination Pathogene an die Oberfla-
che der Implantate anhaften und sich anschlie3end entlang des Implantats ausbreiten.
Im Falle von VAD-Drivelines kann dies durch die empfindliche Position zu einer vital be-
drohlichen Mediastinitis fiihren. Jede lokale Infektion an der Driveline-Austrittstelle kann
potenziell eine lebensbedrohliche Mediastinitis oder Sepsis nach sich ziehen. Diese
schwerwiegenden Komplikationen sind klinisch hdchstrelevant, da circa 13-26% der Pa-
tienten mindestens eine Driveline-Infektion wahrend des ersten Therapiejahres entwi-
ckeln und es sich um die héaufigste VAD spezifische Infektion (VAD specific infections)
handelt.1%-12 Mit zunehmender Therapiedauer steigen diese Pravalenzen weiter an.1°
VAD-Infektionen stellen eine Hauptursache fir wiederkehrende Krankenhausaufnahmen

im Verlauf der Therapie dar.1314

Entsprechend eines ISHLT-Dokuments von Hannan et al.*> werden alle Infektionen, die
die Driveline, Einfluss- und Ausflusskanile, Pumpengehause und umgebendes Gewebe
betreffen als VAD-spezifische Infektionen klassifiziert. Infektionen, die nur die Driveline
betreffen, machen den groRten Anteil unter den VAD-spezifischen Infektionen aus.1012
Der Grol3teil der Infektionen wird durch Bakterien ausgelost—im Gegensatz dazu stellen
Pilze, Viren und Protozoen nurin 2% die Ursache dar.1® Typische bakterielle Erreger sind

meist Staphylococcus spp., Enterococcus spp. und Pseudomonas aeruginosa.1®

Neben der zuvor erwdhnten und bekannten Korrelation zwischen einer Zunahme der Dri-
veline-Infektionsrate und der Dauerder VAD-Unterstlitzung, existieren weitere Risikofak-
toren fur die Entwicklung von Driveline-Infektionen. Wichtige Riskofaktoren sind: hoher
BMI, Diabetes mellitus, Trauma an der Driveline-Austrittsstelle, Velour oberhalb des

Hautniveaus und niedrigere Implantationsvolumen des implantierenden Zentrums.17-2

Die Diagnostik von Driveline-Infektionen als spezielle Entitat der VAD-spezifischen Infek-

tionen ist eine schwierige klinische Aufgabe. Typischerweise ist die Kombination klini-
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scher Entziindungszeichen (R6tung, Schwellung, Schmerz, erhhte Temperatur oder eit-
rige Sekretion) der erste Hinweis fur eine sich entwickelnde Driveline-Infektion. Fur die
korrekte Diagnosestellung miissen diese klinischen Zeichen im Kontextvon Ergebnissen
der mikrobiologischen Untersuchungen (e.g. Wundabstriche, Blutkulturen) und der bild-
gebenden Verfahren (e.g. Sonographie, Computertomographie, Leukozyten-Szintigra-
phie, PET-CT) gewertet werden (siehe Abbildungen 1 und 2). Je nachdem wie weit sich
die Infektion entlang der Driveline ausgebreitet hat, wird zwischen oberflachlichen und
tiefen Driveline-Infektionen unterschieden. Sobald die Infektion die Faszie der Bauch-
muskulatur erfasst, handeltes sich um eine tiefe Driveline-Infektion und damit um einen
weiter fortgeschrittenen Krankheitsprogress. Dartiber hinaus unterscheidet man zwi-
schen akuten und chronischen Driveline-Infektionen. Akute Driveline-Infektionen mitun-
reifem Biofilm entstehen definitionsgemal innerhalb der ersten 4 Wochen nach der Im-
plantation oder im Falle von aszendierenden Infektionen dirfen die Symptome zum Di-
agnosezeitpunktnichtlangerals 3 Wochen bestanden haben. Anschliel3end werden die
Infektionen als chronisch beschrieben. Hauptmerkmal der chronischen Infektionen ist die
Ausbildung eines stabilen Biofilms. Fur die Auswahl der korrekten Therapiestrategie ist
primar die Infektionsdauer ausschlaggebend. Im Falle einer akuten Infektion besteht ein
unreiferBiofilm,welchermiteinerbiofilmaktiven antiinfektiven Therapie eradiziertwerden
kann. Anders besteht bei chronischen Driveline-Infektionen ein stabiler Biofilm, der mit
antibiotischer Therapie allein nichtmehr eradiziert werden kann.In diesen Fallen ist die

Suppressionstherapie die Strategie der Wabhl.
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Driveline vor Implantation

Driveline-Austrittsstelle oberflichliche tiefe Driveline-Infektion
ohne Infektion Driveline-Infektion

Abbildung 1 Stadien aszendierender Driveline-Infektionen. (A) LVAD mit Driveline vor Implantation. (B) Driveline-Aus-
trittsstelle ohne klinische Zeichen einer Entziindung und Infektion. (C-D) Klinische Zeichen einer Infektion im Bereich

der Driveline-Austrittsstelle. Im Falle einer tiefen Driveline-Infektion ilberwindendie Erreger die Muskelfaszie. (Adaptiert
von Kourouklis et al.?)
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Abbildung 2 Darstellung einer Driveline-Infektion im PET-CT. (A) Der weil3e Kreis markiertdie Driveline-Austrittsstelle
im Bereich des rechten Abdomens. (B-C) Die roten Pfeile markierte eine erhéhte Glucose-Aufnahme im Bereich des
Driveline-Tunnels. (D) Im Bereich des roten Kasten zeigt sich eine verstarkte Glucose-Aufnahme, ein deutliches Zei-
chen fur eine Driveline-Infektion welche bereits das Pumpengehéuse des VADs erreicht hat. (eigene Darstellung)

Entsprechend einer Entscheidungshilfe fir die Auswahl der Therapiestrategie, welche in
enger Kooperation zwischen der PRO-IMPLANT FOUNDATION und dem Deutschen
Herzzentrumin Berlin entwickeltwurde, werden alle akuten Driveline-Infektionen tber 6
Wochen antibiotisch mit Biofilm-aktiven Substanzen therapiert - mit dem Ziel einer Eradi-
kation. Im Gegensatz dazu werden chronische Infektionen miteiner 2-4 wochigen antibi-
otischen Therapie behandeltund es kommen zusétzlich revisionschirurgische Eingriffe
zur Anwendung. Dietypische chirurgische Therapie von Driveline-Infektionen bestehtaus
chirurgischem Debridement, Verlagerung der Driveline und der dazugehoérigen Austritts-

stelle oder die Listung zur dringlichen Herztransplantation.?3

An unserer Institution ist, im Falle einer Driveline-Verlagerung, die Durchfuhrung einer
medianen Laparotomie und die Ummantelung der Driveline mit Omentum das chirurgi-
sche Standardvorgehen.Dabeiwird ein neuerDriveline-Tunnelaufdergegeniberliegen-

den Seite des Abdomens geschaffen. Nachdem die alte Driveline-Austrittsstelle exzidiert
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wurde und die Driveline aus dem alten Tunnel befreit wurde, wird die Driveline mittels
einer chirurgischen Thoraxdrainage zur neuen Drivline-Austrittsstelle verlagert und dabei

durch die Bauchhohle fur die Ummantelung mit Omentum geftihrt.?4

Zusatzlich zurantiinfektiven und chirurgischen Therapieistdie korrekte Wundversorgung
ein elementarer Bestandteil in der Therapie von Driveline-Infektionen. Zu Beginn einer
solchen Infektion ist haufig eine Erhdhung der Frequenz der Verbandwechsel ausrei-
chend. Fur persistierende Infektionen im Bereich der Austrittsstelle sind die Administra-
tion lokaler Antibiotika, Vakuum-Therapie (negative-pressure wound therapy (NPWT))

oder kaltes atmosphéarisches Plasma etablierte Therapien .22

Besonders Patienten, welche mit LVADs im Sinne der DT-Indikation behandeltwerden,
sind standig von therapieresistenten Driveline-Infektionen bedroht. Flr diese Patienten
ist eine Herztransplantation keine mdgliche Therapieoption als Ultima Ratio. Entspre-
chend kann im Falle einer unkontrollierbaren Infektion, trotz antiinfektiver Therapie und
chirurgischer Therapie, nurnoch ein Systemwechsel das Leben dieser Patienten retten.
Jedoch geht ein solcher Eingriff mit einem hohen chirurgischen Risiko einherund tragt
eine hohe Mortalitat. Aus Mangel an anderen therapeutischer Optionen wurden in einzel-
nen Fallen Patienten mit experimentellen Therapieansatzen, wie der Verwendung von

Bakteriophagen, therapiert.2>26

Wegen der potenziell fatalen Konsequenzen von Driveline-Infektionen hat die Vermei-
dung derselben die gro3te Bedeutung wahrend der VAD-Therapie. Eine perioperative
Antibiotikaprophylaxe wird standardmafig bei jedem Patienten eingesetzt. Wahrend der
postoperativen Phase wird die Driveline an der Austrittsstelle mittels temporarer Nahte
befestigt. Spater wird diese Immobilisation durch ein spezielles Pflaster gewéhrleistet
Die Pflegenden werden wahrend des Krankenaufenthalts des Patienten geschult, um die
Verbandswechsel selbstandig in aseptischer Technik durchzufuhren und auch Infektio-
nen rechtzeitig zu erkennen.l” Die aktuell beste Konfiguration der Driveline, um Infektio-
nen zu vermeiden, istein kurzer Velour-Anteil, der vollstandig unter dem Hautniveau ver-
senkt ist und entsprechend eine Silikon-Haut-Grenze im Bereich der Austrittsstelle be-

steht.19.21
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1.7 Bildung von Biofilm auf LVAD-Drivelines

Viele Mikroorganismen haben die Fahigkeit, Biofilme auszubilden —es handeltsich dabei
um ein Netzwerk aus Mikroben, eingebettet in einer Schichtaus extrazellularer Matrix.
Biofilme haben die Tendenz, sich an Oberflachen auszubilden und dort zu Uberleben.
Entsprechend wechseln die Mikroorganismen bei Ausbildung eines Biofilms von einer
planktonischenin eine sessile Form. In der modernen Medizin spielen bakterielle Biofilme
eine entscheidende Rolle bei therapieresistenten und wiederkehrenden Infektionen, be-
sondersim Kontextvon Implantat-Infektionen. Nachdem Implantate in den Kérper einge-
brachtwurden, werden sie sofort mit einer Schichtan Proteinen tiberzogen. In der Anwe-
senheitvon Bakterien kann es nun zum Beginn der Ausbildung von Biofilmen kommen.
Die Bakterien heften sich in diesem Fall an die mit Proteinen Gberzogene Oberflache und
beginnen mit der Produktion von extrazellularer Matrix. Anschlie3end folgt eine Phase
der Reifung und Evolution des neu gebildeten Biofilms, wahrend sich die Pathogene ver-
mehren. Mittels dem sogenannten quorum sensing kbnnen die Mikroorganismen inner-
halb des Biofilms Informationen austauschen. Dies erlaubt es, dass sich der Biofilm wei-

terentwickeln und an Umweltveranderungen anpassen kann.?’

Chemische und physikalische Materialeigenschaften von medizinischen Implantaten, wie
beispielsweise die Polaritat oder Steifheitder Oberflache, spielen eine elementare Rolle
in der Ausbildung von Biofilmen.?® Dies trifft auch auf LVAD-Drivelines zu. Es konnte in
Studien gezeigt werden, dass das auf3ere Isolationsmaterial, der Durchmesserund die

Steifigkeit von Drivelines einen Einfluss auf die Infektionsrate hat.?1:2°

Die meisten Bakterien, die Driveline-Infektionen und damit VAD spezifische Infektionen
auslosen, haben die Fahigkeit stabile Biofilme zu bilden .3° Nach der Biofilm-Aushbildung
an der Driveline-Austrittsstelle kann es zu einer Migration der Erreger und damit des Bio-
films entlang der Driveline zum Pumpengeh&ause kommen. In einer Studie von Qu etal.3t,
wurde gezeigt, dass die Migration von Biofilmen kein linearer Prozess ist und dabei auch
keine kontinuierlichen Biofilme entstehen. Vielmehr handelt es sich um eine Kombination
aus Biofilm-Expansion und der Ablésung von planktonischen Bakterien, was zu einer
Verteilung der Erreger entlang der Driveline fuhrt. Darlber hinaus zeigtdie Studie, dass

das Velour der Driveline zu keiner kompletten Gewebeintegration fihrt, auch wenn es
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komplett unter dem Hautniveau versenkt wird. Es entstehen wahrend des Einwachsens
des umliegenden Gewebes Mikrospalten, welche moéglicherweise als Kanale flr eine

Migration der Pathogene fungieren.

Gleichsam wie bei anderen Biofilmen, zeigen etablierte Biofilme auf VAD -Drivelines eine
erhohte Resistenz gegeniiber dem kérpereigenen Immunsystems und der Therapie mit
Antibiotika.3%:32

Die Immunevasion von im Biofilm gebundenen Erregern basiert auf der Unféhigkeit des
angeborenen Immunsystems (Makrophagen und polymorphkernige Leukozyten) zu einer
suffizienten Attacke, sogar bei Verstarkung durch das adaptive Immunsystem. Die Aus-
bildung eines Biofilms verhindert durch seine Gro3e die Phagozytose der Erreger, die
Matrix des Biofilmsverhindertein korrektes Wirken des Komplementsystems und dartber
hinaus werden die Pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMPSs) von der Erken-
nung des Immunsystems versteckt. Darliber hinaus kommt es im Rahmen der Reifung
des Biofilms zur Ausbildung von Erregern mit unterschiedlichen Wachstumseigenschaf-
ten und auch von sogenannten persistierenden Zellen (,persistercells®). Entsprechen der
Verteilung von Nahrstoffen und Sauerstoff innerhalb des Biofilms finden sich metabo-
lisch- und proliferativ aktive Zellen im Bereich der Biofilm-Oberflache. Die metabolisch
innaktiven sesshaften persistierenden Zellen finden sich hingegen tief innerhalb des Bio-
films nahe der Oberflache des Implantates.3® Diese persistierenden Zellen haben die
Fahigkeit selbst dann zu tGberleben, wenn die nicht-persistierenden Pathogene des Bio-
films durch die Immunantwortabgetttet wurden. Sobald das Immunsystem aufgrund feh-
lender Ziele die Immunantwort beendet, kdnnen die persistierenden Zellen als eine
Quelle einer schwelenden niedriggradigen Infektion agieren und den Ausgangspunkt fur

die Entwicklung eines neuen Biofilms darstellen.3?

Die beschriebenen Vorgange, zusammen mit der erh6hten Resistenz gegentber Antibi-
otika, machen die Therapie von Biofilm-basierten VAD spezifischen Infektionen in der

klinischen Realitat anspruchsvoll.
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1.8 Fremdkorperreaktion - Foreign body reaction

Alle medizinischen Implantate und damit auch L-VADs zahlen als Fremdkdrper. Ab dem
Momentder Implantation reagiert das umgebende Gewebe undkdrpereigene Immunsys-
tem mit einer Fremdkdrperreaktion (foreign body reaction; FBR). Bekannte Beispiele fur
ausgepragte FBRs durch medizinische Implantate sind Kapselkontrakturen bei Brustim-
plantaten und die Ausbildung fibrotischer Kapseln um Schrittmacheraggregate. Neben
den kosmetischen oder chirurgischen Implikationen von fibrotischen Kapseln, fihrtdas
fibrotische Gewebe zu einer verschlechterten Immunabwehrin néachster Nahe des Im-
plantates und erhdhtdaherdie Gefahr von Infektionen.343° Grundsatzlich basiertdie FBR
auf der Unfahigkeit des angeborenen Immunsystems, die Uberproportional grof3en
Fremdkoérper abzurdumen. Folglich versuchen Makrophagen und Riesenzellen mit der
Ausbildungderfibrotischen Hiille,das fremde Material vom gesunden Gewebe abzugren-

zen .36

Die FBR durchlauftfolgende Stadien: Benetzung der Oberflache des Implantates mit Pro-
teinen und anderen Blutbestandteilen, akute Entziindung, chronische Entztindung, Ent-
stehung von sogenannten Fremdkdrper-Riesenzellen (foreign body giant cells; FBGCs)
und letztlich Ausbildung der fibrotischen Kapsel.3” Sofort nach der Implantation und dem
damit verbundenen Implantat-Blut-Kontakt bildet sich eine Protein-Matrix auf der Ober-
flache des Implantates, die fur die weitere Erkennung des Fremdkorpers durch das Im-
munsystem relevant ist.3”38 Vergleichbar wie bei der Ausbildung von mikrobiellen Biofil-
men sind die physikochemischen Eigenschaften und die Oberflachenstruktur der Implan-
tate ausschlaggebend fur Zusammensetzung der Matrix und den weiteren Verlauf der
Abwehrreaktion gegen den Fremdkdrper. Jedoch kann das Immunsystem auch direkt,
ohne das Vorhandensein einer Matrix, stimuliert werden.36:3° Die folgende akute Entzin-
dungsreaktion wird hauptsachlich durch polymorphkernige neutrophile Leukozyten und
Mastzellen ausgelostund unterhalten. Diese erkennen den Schaden durch den Fremd-
korper unddie damit verbundene Freisetzungvon DAMPS (danger associated molecular
patterns; Schaden assoziierte molekulare Muster). Die Zellen kbnnen Gber Oberflachen-
rezeptoren (beispielsweise Integrine) an der Protein-Matrix (Fibrinogen, Fibronectin, Vit-
ronectin, etc.) der fremden Oberflachen haften. Durch Degranulation der neutrophilen

Granulozyten und der Freisetzung von Cytokinen und Chemokinen beider Zellarten
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kommt es zur Rekrutierung von Monozyten, welche den Ubergang in die chronische Ent-
zundungsphase signalisieren. Dartiber hinaus kommt es durch die Grél3e der Implantate
zu frustraner Phagozytose durch die neutrophilen Granulozyten und damit verbunden,
zum wiederholten Ausstol3 von Sauerstoffradikalen. Durch das Zusammenspiel dieser

Faktoren entsteht eine akute Entziindungsreaktion um den Fremdkorper.36

Die nachste Phase der FBR ist durch eine chronische Entziindung gekennzeichnet. Dies
beginntmitder Bindung der angelockten Monozyten an die Protein-Matrix mittels Integri-
nen.*® Nach Aktivierung der Monozyten entwickeln sich diese sowohl zu Makrophagen
mit pro-inflammatorischen als auch antiinflammatorischen Eigenschaften. Durch die in-
suffiziente Phagozytose der zu gro3en Fremdkérper, kommt es im weiteren Verlauf zur
Fusion von Makrophagen zu den typischen FBGC am Fremdkorper-Gewebe-Ubergang.
Je nach GroRRe der Fremdkdrper versuchen die FBGCs wiederrum, mittels Phagozytose
oder mittels der Freisetzungvon Enzymen, reaktiver Sauerstoffspezies und Saure, die

Fremdkoérper im Extrazellularraum abzubauen.4°

Die letzte Phase der FBR ist durch die Ausbildung einer aus Kollagen bestehenden fib-
rotischen Kapsel charakterisiert. Die Kapselbildung basiertauf einemkomplexen Zusam-
menspiel zwischen den an der FBR beteiligten Zellen (hauptsachlich M2 Makrophagen),
sezernierten Wachstumsfaktoren (PDGF, VEGF, TGF-B) und proteolytischen Enzymen
wie Matrix-Metalloproteinasen. Letztlich werden dadurch Fibroblasten, Endothelzellen
und Myofibroblasten rekrutiert, die ein Granulationsgewebe bilden, welches im weiteren
Verlauf zu einer festen fibrotischen Kapsel reift, deren Hauptbestandteil Kollagen Typ |
ist. Durch den kontinuierlichen Entziindungsreiz durch den Fremdkérper kommt es, an-
ders als bei normaler Wundheilung, nichtzu einer Beendigung dieser Prozesse und es

wird immer mehr fibrotisches Gewebe gebildet.36

Vorangegangene Studien haben gezeigt,dass sowohl die chemischen Eigenschaften der
Implantate als auch deren Oberflachenstruktureine wesentliche Rolle fir die Auspragung
der sich aushildenden FBR spielen.36:40 Letztlich bildet sich im Rahmen der Fremdkor-
perreaktion ein funktionell minderwertiges Narbengewebe. Im Zusammenhang mit Im-
plantat-Infektionen spielen vor allem die eingeschrankten Abwehrmechanismen gegen

Pathogene eine relevante Rolle.
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1.9 Zusammenspiel zwischen Implantat-Infektionen und der Fremdkorperreaktion

Zwischen der Entstehung von pathogenen Biofilmen und der Fremdkdrperreaktion des
Immunsystems bestehen besonders in der Anfangsphase einige Parallelen. So spielt so-
wohl in der Bildung von Biofilmen als auch bei der FBR, die initiale Bildung der Protein-
Matrix nach Blut-/Gewebekontakteine wichtige Rolle. Gristina et al. beschrieb 1988 die-
sen Wettstreit zwischen Pathogenen und dem Immunsystem um die Einnahme bezie-
hungsweise die Integration von Fremdkdrpern als ,race for the surface®. Gewinnen die
Pathogene, so kommt es zu Implantat-Infektionen und bei dazu befahigten Mikroben zur

Ausbildung eines Biofilms.

Das Risiko fur eine Implantatinfektion steigt durch die Ausbildung einer Fremdkdrperre-
aktion, da es durch die FBR zu einer lokalen Stérung des korpereigenen Immunabwehr
im Bereich um das Implantat kommt, welche auch das umliegende Gewebe betreffen
kann.3441 Erste Hinweise fuir einen lokalen Immundefekt hat schon Zimmerli et al. 1984
verdffentlicht. Dabei wurde sowohlin vitro als auch in einem Tiermodell bei Vorhanden-
sein eines Fremdkdrpers ein komplexer Funktionsausfall der Granulozyten in der Abwehr
gegen Pathogene beobachtet.3®> Darliber hinaus kommtes im Rahmen der FBR zu einer
vermehrten Expression von immunosuppressiven Cytokinen wie IL-10 und TGF-3, wel-
che die Produktion von proinflammatorischen Cytokinen durch Leukozyten mindem und
letztlich eine verminderte Inmunreaktion verursachen. Hiervon ist auch die Funktion der

an der Fremdkorperreaktion beteiligten FBGCs und Makrophagen betroffen .42

1.10 Biosynthetische Cellulose — Reduktion der Fremdkorperreaktion

Biosynthethische Cellulose ist ein nattirliches Polymer, welches durch bestimmte Bakte-
rienstiamme - wie beispielsweise Acetobacter xylinum - synthetisiert werden kann. Die
synthetisierte Cellulose bestehtaus B-1-4 glykosidischen verkntpften Glucosemolekulen.
Diese Ketten aus Glukosemolekiilen ordnen sich nach deren Synthese uber die Zwi-
schenschritte Subfibrillen, Mikrofibrillen, Bindel und schlussendlich zu Bandern (sog.
Ribbons). Je nach synthetisierendem Organismus unterscheidet sich die entstehende
Cellulose in ihrer Struktur und damitauch ihren mechanischen Eigenschaften.*® Cellulo-
semembranen werden durch die synthetisierenden Bakterien in Anwesenheiteiner Glu-
cose-reichen Nahrlésung mittels Fermentation gebildet. In ruhender Kultur bildet sich an

der Luft-Nahrldsungs-Grenze eine dichte Schicht biosynthetischer Cellulose.
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Biosynthetisch hergestellte Cellulose isthochgradig hydrophil.#3 Diese Eigenschaft tragt
zu einer verminderten Absorption von Proteinen im Rahmen der FBR bei und ist damit
ein wichtiger Grund fur die hohe Biokompatibilitat des Stoffes.36:44 Eine Mdglichkeit die
Biokompatibilitatzu erhéhen und damit die FBR weiter zu mildern ist es, die Oberflachen-
struktur auf der Mikroebene entsprechend zu verandern.Dazu verwendete Bottan et al.*®
in einem Versuch das Verfahren ,guided assembly-based biolithography (GAB)“. Grund-
prinzip dieser Technik istes, eine Polydimethylsiloxane (PDMS) Form mit einer vorgege-
benen Oberflache an der Luft-Nahrlésungs-Grenzflache der Bakterienkultur zu befesti-
gen. Entsprechend produzieren die Bakterien ein Cellulose-Substratan dieser Grenzfla-
che, dessen Oberflache den Negativabdruck der PDMS Form darstellt.

Entsprechend des GAB-Protokolls von Bottan et al. und der von Robotti et al.*6 beschrie-
benen antifibrotischen Oberflachentopographie, welche durch Mikro-Vertiefungen cha-
rakterisiert ist, wurde in einemweiteren Schritt eine biosynthetische Cellulose mit ver-
besserter Biokompatibilitat hergestellt. Diese Cellulose-Membranen wurden bereits er-
folgreich im Tierversuch implantiert.*” Dabei wurden Schrittmacher-Implantate mit den
modifizierten Cellulose-Membranen ummanteltund anschliel3end fiir 12 Monate implan-
tiert. Bei Beendigung der Studie zeigte sich eine signifikantdinnere fibrotische Kapsel
um die mit der oberflachenveranderten Cellulose ummantelten Schrittmacher-Implantate
im Vergleich zu Kontroll-implantaten.4’” Dieser Versuch hat erneut die Bedeutung von
biosynthetischer Cellulose als Schutzschichtzur Erhohung der Biokompatibilitat medizi-
nischer Implantate aufgezeigt. Neben der FBR stellt auch die bakterielle Besiedlung der
Implantate eine konstante Gefahr dar. Entsprechend stelltdie Evaluation von mikrostruk-
turierter Cellulose als Barriere gegen bakterielle Infiltration eine weiteren wichtigen For-

schungsschwerpunkt dar.

1.11 Fragestellung

In dieser Studie wurde die Barrierefunktion von biosynthetischer Cellulose gegentiberder
bakteriellen Kolonisation der Silikonoberflache von LVAD-Drivelines sowohl in vitro, als
auch in-vivo untersucht. Dies basiert auf der Annahme, dass das Zusammenspiel aus
den physikalischen Eigenschaften und des bekannten antifibrotischen Effektes der Cel-

lulose eine bakterielle Kontamination der Implantatoberflache verhindern kann.
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2 Methodik

2.1 Mikrostrukturierte biosynthetische Cellulose (BC)

Die indiesem Versuch verwendete Cellulose wurde in statischer Kultur mittels eines Ace-
tobacter xylinum-Stammes (ATCC-700178) hergestellt. Die Synthese der BC dauerte
eine Woche bei 27°C bis die Membranen eine durchschnittliche Starke von 3-4 mm auf-
wiesen. In einem ersten Schrittwurden der BC anhaftende Bakterien mittels Natronlauge
entfernt. Dazu wurden die Membranen fir 80 min bei 80°C in einer einmolaren Natron-
lauge gewaschen. Um erneut eine pH-Neutralitat zu erreichen, folgte eine Waschungin
deionisiertem Wasser bei Raumtemperatur, bis der Ziel-pH erreicht wurde. Vor der fina-
len Sterilisation wurden die hergestellten BC-Membranen dehydriert und anschlie3end
rehydriert. Die rehydrierten Membranen wurden der Autoklavierung fir 15 min bei 121°C
und 1.1 bar Druck zugefuhrt. Anschlie3end wurden die sterilen BC-Membranen gekihlt
(4°C) in phosphatgepufferter Kochsalzlésung aufbewahrt. Die synthetisierten BC-Memb-

ranen hatten eine Grof3e von 15 x 20 cm.

Die mittels Rasterelektronenmikroskopie bestimmte, durchschnittliche PorengroRe der
fertigen BC-Membranen lag bei <500 nm.

2.2 In-vitro-Permeationsversuch

Um die grundsatzliche Durchlassigkeit der Cellulose-Membranen zu evaluieren, wurden
zwei einzelne Versuche durchgefuhrt. Der verwendete Versuchsaufbau wurde fur diesen

Versuch neu entwickelt.

In einem ersten Schritt wurde die Durchlassigkeit der biosynthetischen Cellulose fir Mik-
ropartikel evaluiert. Der Versuchsaufbau bestand aus zwei vertikal Uibereinandergesta-
pelten zylindrischen Kammern, welche durch eine in der Mitte gespannten Cellulose-
Schichtvoneinander getrennt wurden. Beide Kammern wurden anschlie3end mit dem
gleichen Volumen eines reinen Losungsmittels befillt. Um den Ubertritt von Stoffen einer
definierten GroRe entlang der Schwerkraft Uber die Cellulose-Barriere zu evaluieren,
wurde dem Lésungsmittel der oberen Kammer 2 um grol3e, fluoreszierende Dextran-Ki-
gelchen (SPHERO Fluorescent Light Yellow Particles 1%w/v 1.97 um, Spherotech Inc.).
Nach 24 h Inkubationszeitwurde die Cellulose aus dem Zweikammer-System entnom-

men und beidseitig mittels Hellfeld-Mikroskopie auf Permeation untersucht. Die mit
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Dextran-Kugelchen inkubierte Oberseite diente dabei als Positivkontrolle. Die Unterseite
einer Cellulose-Membran (angrenzend an die untere Kammer), welche nur mit destillier-
tem Wasser inkubiertwurde, diente als Negativkontrolle. Eine erfolgte Permeation wurde
wie folgt definiert: fluoreszierende Dextran-Kigelchen zeigen sich nach Inkubation so-
wohlan der Oberseite als auch an der Unterseite der Cellulose-Membran (siehe Abbil-
dung (siehe Abbildung 7 A und B).

In einem nachsten Schritt sollte die in-vitro-Barrierefunktion gegentiber Pathogenen un-
tersucht werden, die in der Lage sind, Implantatinfektionen auszulésen. Dazu wurde die
intakte Cellulose-Membran auf eine mit Agar beschichtete Petrischale gelegt. Es wurden
zuvor Agar-Wiurfel mit einer Kantenlange von 1 cm hergestellt undin einer Suspension
von S. aureusinokuliert. AnschlieBend wurde der inokulierte Agar-Wurfel auf die Ober-
seite der Cellulose-Membran gelegt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten
Tag erfolgte die Entfernung der bakteriellen Cellulose von der Agar-Oberflache und die
Evaluation der bakteriellen Kolonisation. Eine Koloniebildung auf der Agar-Oberflache
entsprach definitionsgemal einer Permeation der Pathogene durch die Cellulose-Memb-
ran. Als Positivkontrolle wurde eine mittels einer sterilen Nadel durchstochene Cellulose-

Membran mitgeflhrt.

2.3 Tierversuch (in-vivo-Experiment)

Der beschriebene Tierversuch wurde entsprechend der behérdlichen Genehmigung G
099/18 der Tierschutzbehorde des LaGeSo (Berlin, Deutschland) durchgefuhrt. Dartiber
hinaus wurde der Versuch entsprechend der Richtline 2010/63 der europaischen Union,
dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG), der deutschen Tierschutzversuchsverord-
nung (TierSchVersV) und der ARRIVE Leitlinie, durchgefuhrt.

2.4 Versuchstiere

Diese Studie wurde mit behornten und enthornten weifl3en deutschen Edelziegen durch-
gefuhrt. Die Tiere stammten vom Zichter Preclinics GmbH. Alle Tiere waren weiblich,
ausgewachsen und nichtgravide. Insgesamt wurden 8 Tiere in die Studie eingeschlos-
sen. Die Tiere wurden entsprechend ihrer Standzeit und damit der Dauer zwischen Im-
plantation der LVAD Silikon-Driveline-Mantel (s.d.m.) und ihrer Explanation zum Ende

des Versuches,in 4er Gruppen eingeteilt(Gruppe 1 mit den Tieren Nr. 1.-4; Gruppe 2 mit
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den Tieren Nr. 5.-8.). Die Dauerzwischen Implantation und Explantation der s.d.m. betrug
far die Gruppe 1 sechs Wochen und fur Tiere der Gruppe 2 zwolf Wochen. Jedes Tier
erhieltim Rahmen der Studie vier s.d.m. (n=4), davon waren zwei mit biosynthetisch her-
gestellter Cellulose (BC-s.d.m.) ummantelt. Abweichend vom klinischen Szenario, bei
dem Patienten mit einem LVAD eine Driveline und damitnur eine Austrittstelle besitzen,
wurden im vorliegenden Tierversuch mehrere s.d.m. pro Tier implantiert. Dieses Vorge-
hen wurde im Rahmen der 3-R-Prinzipien (Ziel: Reduce) gewahlt, um die Gesamttierzahl

zu reduzieren.

Entsprechend der vorangegangenen Erlauterungen wurde in jede Flanke eines Ver-
suchstieres in einem abwechselnden Schema jeweils eine mit Celluose-beschichtete
s.d.m. (BC-s.d.m.) und eine unbeschichtete s.d.m. (B-s.d.m., Kontrolle) implantiert. Ins-
gesamt erhielt jede Tiergruppe 16 s.d.m.-Implantate (n=16): acht BC-s.d.m. (n=8) und
acht (n=8) B-s.d.m. als Kontrolle. Alle Tiere, die in die Studie eingeschlossen wurden,
erreichten den zeitlichen Endpunktvon jeweils 6- oder 12-Wochen. Kein Tier musste von

der abschlielenden Analyse ausgeschlossen werden.

Da Abschnitte der kommerziell erhaltlichen Silikon-AulRenhtlle von L-VAD Drivelines (He-
artMate 3, Abbott, IL, USA) genutztwurden, hatten die Implantate eine Lange zwischen
6-10 cm und einen Durchmesservon 6,6 mm.2® Um eine vergleichbares Verhaltnis von
Driveline-Austrittsstelle zu Korperoberflache herzustellen, musste ein Grof3tier fur den
Tierversuch gewéahltwerden. Es wurden Ziegen Uber Minischweine ausgewabhlt, da Zie-
gen zu weniger selbstverletzendem Verhalten neigen undin Gruppenhaltung nach der
Implantation gehalten werden konnen. Dartiber hinaus ist es einfacher, eine ausrei-

chende Wundhygiene in Ziegen aufrechtzuerhalten im Vergleich zu Minischweinen.

Um Manipulationen und Wundstress an den Austrittsstellen vorzubeugen, wurden in die-
ser Studie Schutzwesten flr die Tiere verwendet. Die Westen bestanden aus dickem,
gepolstertem Stoff und wurden entsprechend des Designs von GroRBhauser et al.*® her-
gestellt. Die Westen bestanden aus zweigro3en Seitenteilen, die Gber der Brustder Tiere
miteinander verbunden waren. Ausschnitte fir die Vorderbeine der Tiere befanden sich
am vorderen Ende der Westen. Zusatzlicher Schutzder Implantationsstellen wurde durch
Schaumstoff-Pads gewéhrleistet, die in daflir vorgesehene Innentaschen der Westen,
eingesteckt wurden. Mittels Bandern und Schnallen an der Riicken-Partie konnten die

Westen an die Grél3e der Tiere angepasstwerden. Im Schwanzbereich der Tiere wurden
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die Schutzwesten offen gelassen und die Hinterlaufe hatten an dieser Stelle keinen Kon-

takt zu den Westen.

Nach Ankunftin der Einrichtung wurde allen Tieren eine Eingewdhnungszeit von zwei
Wochen vor Beginn des Versuches gewahrt. Wahrend dieser Zeit wurden die Ziegen an
das Tragen der Westen und an den Weg zwischen Stall und Anéasthesie-Einleitungs-
Raum gewdhnt. Darliber hinaus wurde das Anlegen der Inhalationsmasken fir die Ein-
leitung mit volatilen Ané&sthetika getibt. Zur positiven Verstarkung wurde wahrend des
Trainings ein Mix aus Karotten, Apfeln und Futter-Pellets genutzt. Der beschriebene Ver-
suchsablauf wurde im Rahmen der Refinement-Strategie entwickelt, um perioperativen
Stress zu reduzieren und die Anasthesie-Einleitung ohne Pramedikation durchflhren zu

kdnnen.

Die Standzeit (6-Wochen Gruppe/ 12-Wochen Gruppe) verbrachten die Tiere wahrend
des Versuchsin den Stallen der Forschungseinrichtung firexperimentelle Medizin (FEM)
am Campus Virchow-Klinikum (Charité-Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland).
Entsprechend der Stallgréf3e wurden die Tiere in Gruppen von zwei bis vier Tieren ge-
halten.Alle Stallungen waren mitautomatisierten Wasserspendern ausgestattet. Dariiber
hinaus wurden der Tierart angepasste Anreicherungsgegenstande eingesetzt, wie zum
Beispiel Futterspielzeuge. Die Tiere wurden wahrend des Versuchs mit Heu und Futter-
pellets gefluttert. Bei der Durchflihrung dertaglichen Gesundheitskontrolle, bei Verbands-
wechseln und durch die Studie bedingten Eingriffen wurde den Tieren zuséatzlich ein Mix

aus Karotten und Apfeln angeboten, um die Akzeptanz fiir die Eingriffe zu erhéhen.

Entsprechend der ,Standard Operating Procedures® des FEM wurden S&gespéne als
Einstreu zusammen mit Stroh firdie Stalle genutzt. Standardmafig herrschtein den Stal-
lungen eine konstante Temperatur von 18 + 2 °C und die Luftfeuchtigkeit bewegte sich in
einem Rahmen von 55 + 10 %. Ein weiterer wichtiger Aspektwéhrend derlangen Stand-
zeit der Tiere war die Ausstattung der Stalle mit Fenstern und damit dem Einfall natarli-
chen Lichtes, damit die Tiere entsprechend des natirlichen zirkadianen Rhythmus leben

konnten.

2.5 Postoperative Wundkontrollen

Ein sehraufwandiger Teil des chronischen Tierversuchs waren die postoperativen Wund-

kontrollen. Anders als bei Patienten mit LVADs ublich, war eine standardisierte Planung
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der Wechselintervalle von Verbanden nicht méglich. Durch den schnellen Fellwuchs und
die damit schlechten Moglichkeiten Verbande zu befestigen, waren individuelle Wech-
selintervalle zwischen einem Tag und einer Woche notwendig. Entsprechend wurden die
Verbande gewechselt, sobald eine Beschadigung festgestelltwurde. Die Verbandwech-
sel wurden in ,no-touch® Technik durchgefuihrt. Bei sichtbaren Verunreinigungen oderim
Falle von sezernierenden Wunden wurden die Wundflache lediglich mit steriler 0,9%
Kochsalzldsung gespllt. Ein Verzicht auf desinfizierende Wundspullésungen wurde be-
wusst gewahlt, um falsch-negative Ergebnisse im Rahmen der mikrobiologischen Unter-
suchung zu vermeiden. Die Wundauflage bestand aus sterilen Kompressen, die gro3fla-
chig mit Pflastern an den Flanken der Tiere befestigt wurden Bei jeder Wundkontrolle

wurden die Wundverhaltnisse beurteilt und dokumentiert.

2.6 Perioperatives Management

ZurVermeidung von Atemwegskomplikationen, wurden alle Tiere fiir 12 Stunden vor der
Operation nichtern gelassen. Durch das praoperativ durchgefiihrte Training konnten die
Tiere ohne Notwendigkeit fir eine Pramedikation in den Narkoseeinleitungsraum beglei-
tet werden. Anschlie3end erfolgte die Narkoseeinleitung mittels inhalativem Isofluran (3-
5%). Nachdem mindestens zwei sichere periphere intravense Zugange etabliertwerden
konnten,wurde die Narkose mittels einer Bolusgabe Thiopental-Natrium (10-15 mg/kg)
vertieft. AnschlieRend erfolgte die endotracheale Intubation. Die weitere Narkose der
Tiere wurde mittels der Kombination aus Isofluran in Kozentrationen zwischen 0,8-1,5 %
und intravendsem Fentanlyl (1-5 pg/kg Bolus und kontinuierlich miteiner Laufrate von 1-
5 pg/kgKG/h) aufrechterhalten. Schon wahrend der NarkoseeinleitungwurdeimRahmen
eines postoperativen Schmerzkonzeptes ein Fentanylpflaster (Dosis 75 pg/h) an einem

Vorderlauf jedes Tieres angebracht.

Zur Entlastung des Pansenswurde eine Pansensonde eingelegt. Vor dem Hautschnitt
erhielten alle Tiere eine préoperative Antibiotikaprophylaxe mit intravensem Ampicil-
lin/Sulbactam (2000 mg/1000 mg). Wahrend der Narkose wurden die Vitalparameter
(Herzfrequenz, Blutdruck, Atemfrequenz, Sauerstoffsattigung, Korpertemperatur) der
Tiere kontinuierlich Gberwacht. Eine kontinuierliche Darstellung der Kapnographiekurve
am Beatmungsgerat diente als Kontrolle flir die korrekte Lage des Endotrachealtubus

und eine ausreichende Beatmung der Versuchstiere.
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Postoperativ wurde die antibiotische Abdeckung mittels der wiederholten intramuskula-
ren Gabe von Amoxicillin (15 mg/kg) sichergestellt. Die erste Dosis wurde kurz vor Be-
endigung der Operation gegeben, die zweite nach 48 Stunden und die letzte nach 96

Stunden.

Vor Beginn der chirurgischen Mainahmen wurden beide Flanken der Tiere rasiert.

2.7 Durchfuhrung der Implantation

Nach Lagerung der Ziegen in Bauchlagerung auf dem Operationstisch wurden die Ope-
rationsfelder auf beiden Flanken mittels PVP-iodhaltiger (7,5 %) Desinfektionslésung
(Braunol®, B. Braun SE, Melsungen, Germany) grindlich desinfiziert. Das sterile Feld
aufjeder Flanke hatte eine Gro3e von circa 15 x 20 cm nachdem die chirurgischen Tu-

cher angebracht wurden.

Um eine moglichst realitdtsnahe Situation zu schaffen, wurden in dieser Studie die &u-
Bere Silikonummantelung (s.d.m.) der Drivelines des HeartMate3 (HM3; Abbott, Chicago,
IL, USA) LVADs genutzt. Auf einem sterilen Beistelltisch wurden die s.d.m. fir die Im-

plantation vorbereitet.
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Zuerstwurdeder Velours-haltige Teil der s.d.m.
abgetrennt, da bekanntist, dass ein deutlich
hoéheres Risiko fur eine Driveline-Infektion be-
steht, wenn dieser Teil an der Driveline-Austritt-
stelle exponiert ist als wenn die Austrittstelle
aus einem Silikon-Haut-Kontakt besteht. Dies
zeigte sich sowohlin vitro-Studien als auch in
vivo und fuhrte dazu, dass der Velours-Teil der
Driveline wahrend einer L-VAD Implantation in
der klinischen Routine tief im Subkutangewebe
platziert wird.?1:3049 AnschlieRend wurden die
s.d.m. in 6-10 cm lange Abschnitte unterteilt.
Die einzelnen s.d.m. Abschnitte wurden im
nachsten Schritt mit der BC ummantelt. Die
Cellulose-Membranen wurden dazu auf einer
angefeuchteten Kompresse aufgefaltet. Da nur
eine Seite der Membran die Mikro-Topographie
besitzt, war es ein entscheidender Schritt, die
nichttopographisch veranderte Seite der Cellu-
lose direkt auf die Oberflache der s.d.m. aufzu-
bringen. Dieser Schritt wurde dadurch gewahr-
leistet, dass eine Ecke der Cellulose-Membran
abgerundetwar und dies die korrekte Orientie-
rung erlaubte. Entsprechend der Darstellung in
Abbildung 3 (A-D) wurde die BC durch eine rol-
lende Bewegung um die s.d.m. gewickelt. An-
schlieend wurden die Uberstehenden Enden
der Cellulose-Membran abgetrennt. Durch die
aufgelagerte Cellulose-Membran vergroRerte

sich der Querschnitt des Implantates deutlich

Abbildung 3 Beschichtung der Driveline-Auf3enhitille mil
biosynthetischer Cellulose. (A) Entscheidend fir eine
korrekte Ausrichtung der mikrostruktuierten Obeflache
ist dass die abgerundete Ecke der Cellulose sich aufder
oberenrechten Seite befindet. (B-C) Mit einerrollenden
Bewegung wird die Cellulose aufgebracht. (D) Mit
Cellulose beschichtete Driveline-Auf3enhille. (eigene
Darstellung)

im Vergleich zu den als Kontrollen fungierenden B-s.d.m. Abschnitten ohne Cellulose.
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Die Implantation der vorbereiteten Implantate erfolgte in vier Schritten: (1) parallele Hau-
tinzision, (2) stumpfe subkutane Praparation eines Gewebetunnels, (3) Durchzug der Im-
plantate durch den Gewebetunnel und (4) Befestigung der Enden der Implantate an der
Hautim Bereich der Driveline-Austrittsstellen. Alle Hautinzisionen wurden miteinem Skal-
pell angelegt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Abstande 5-9 cm zwischen den
parallel angeordneten Inzisionen betrugen unddie Inzisionsgréf3e an die Abmessungder
Implantate angepasstwar. Anschliel3end wurde miteinem Nadelhalter stumpf ein subku-
taner Tunnel zwischen den beiden Inzisionen geschaffen. Nachdem der subkutane Tun-
nel vollstandig prapariert wurde, wurde ein Wundabstrich vom jeweiligen Hauttunnel as-
serviert. Im vorletzten Schritt, wurde der Nadelhalter durch den gesamten Tunnel gefiihrt
und nach Einspannen des jeweiligen Implantates,
dieses in den Tunnel versenkt. Zum Schluss, wur-
den beide Enden der Implantate mit einer Tabaks-
beutelnahtan den Austrittstellen befestigt, um ein
Lageverdnderung der Implantate wahrend des
Versuchs zu verhindern. Im Fall von BC-s.d.m.
wurde auch die Cellulose mitin die Naht einbezo-
gen. In jede Flanke des Tieres wurden zwei Im-
plantate (1 BC-s.d.m. und 1 B-s.d.m.) mit einem
vertikalen Abstand von 4-6 cm zueinanderimplan-
tiert (siehe Abbildung 4 A). Nach abgeschlossener
Implantation, wurden die Wunden mitsterilen Kom-
pressen und Pflastern steril verbunden. Vor Been-
digung der Narkose, wurde den Tieren die Schutz-

weste angelegt (siehe Abbildung 4 B-C).

Nach Narkosebeendigung und Extubation wurden  Abbildung 4 Implantationsstelle. (A) Flanke des Tieres

. . . . . nach Implantation der zu untersuchenden Implantate.

die Tiere furdie weitere Aufwachphase in den Stall Beidem oberen Implantathandeltes sich um die Kon-

trolle. (B) Steriler Wundverband Uber der Implantati-

verbracht. onsstelle. (C) Anlage der Schutzweste im Bereich der
Implantationsstelle. (eigene Darstellung)
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2.8 Explantation der Implantate und Gewinnung von mikrobiologischen Proben

Nach entsprechender Standzeitder Tiere (6-Wochen Gruppe/ 12-Wochen Gruppe) wur-
den die Tiere entsprechend dem praoperativen Vorgehen in den Narkose-Einleitungs-
raum gefuhrt. AnschlieBend wurden die Tiere mittels inhalativem Isofluran (5,5%) in eine
tiefe Narkose versetzt. Nach Etablierung eines sicheren intraventsen Zugangs wurden
die Tiere mittels der Gabe von Thiopental-Natrium (2500 mg), Fentanyl (0,5 mg),
Pancuronium (2 mg) und schlussendlich der Gabe von 7,45% Kaliumchlorid-L6sung (60
ml) euthanasiert. Danach wurden die implantierten s.d.m. (BC-s.d.m. und B-s.d.m.) Im-
plantate mitsamt der umgebenden Haut als Gewebeprobe entnommen. Ein wichtiger As-
pekt war dabei, das Gewebe in der Nahe der Implantate wahrend der Explantation nicht
zu beschadigen. Aus diesem Grund wurde die Gewebeprobe tief von der Muskelfaszie
abprépariert und hatte eine Dicke von circa 3 cm. Darlber hinaus sollte der Hautschnitt
nichtnéher als 2 cm an den Gewebetunnel oder die Driveline-Austrittsstellen heranrei-
chen. Zurweiteren Probengewinnung fir die mikrobiologische Untersuchung wurden die
Gewebeproben auf einen sterilen Beistelltisch transferiert. Insgesamt wurden 16 Gewe-
beproben (n=16) mit jeweils zwei s.d.m. (B-s.d.m. (n=8); BC-s.d.m.(n=8)) im Rahmen

dieser Studie verarbeitet.

Zuerstwurden beide Implantate (BC-s.d.m. undB-s.d.m.), die in jeder Gewebeprobe ent-
halten waren, langs voneinander getrennt. Anschliel3end wurden die DSM in drei Ab-
schnitte unterteilt, zwei Abschnitte die die Austrittsstellen enthielten und der mittlere Ab-
schnitt der DSM, welcher am tiefsten im Subkutangewebe lag. Die Lange dieses Ab-
schnitts betrug circa 1 cm. Der mittlere Abschnittder DSM wurde in dieser Studie als
Zielstruktur fir die mikrobiologische Untersuchung ausgewahlt, da es sich um den Punkt
handelt, der am weitesten von den Driveline-Austrittsstellen entferntwar und somit das
Risikofalsch positiver Befunde aufgrund der Kontamination der Driveline-Austrittstelle an

dieser Stelle am geringsten war.

Die mittleren Abschnitte der Implantate wurden durch einen longitudinalen Schnitt vom
umgebenden Gewebe befreit. Die Implantate (BC-s.d.m. und B-s.d.m.) wurden danach

far die weitere mikrobiologische Untersuchung vorbereitet. Dazu wurden die freigelegten
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Abschnitte der B-s.d.m. direkt in 15 ml konische Zentrifugenréhrchen (Corning ™Fal-
con™) transferiert, welche mit 3 ml 0,9% Natriumchlorid-Losung befulltwaren. Im Falle
der BC-s.d.m. wurden tber das Auslosen aus dem umgebenden Gewebe, die Cellulose
mit einem weiteren longitudinalen Schnitt aufgetrennt und von der darunterliegenden
s.d.m. geldst. Die BC-s.d.m. Implantate unterteilten sich weiter in Driveline ohne BC
(BCB-s.d.m.) und biosynthetische Cellulose (BC) ohne Driveline. Diese Anteile wurden
getrenntvoneinander, wie fir die B-s.d.m. beschrieben, jeweilsin 15 ml konische Zentri-
fugenrdhrchen (Corning ™Falcon ™) verbracht, welche zuvor mit 3 ml Natriumchlorid-L6-
sung befullt wurden. Insgesamt wurden drei Arten von Proben fur die mikrobiolgische
Untersuchung pro Gewebeprobe gewonnen: (1) Mittelstlick der B-s.d.m., (2) BCB-s.d.m.
und (3) die dazugehorige BC.

Die Proben fur die mikrobiologische Untersuchung wurden unter sterilen Kautelen in die

Probenrdéhrchen verbracht.

2.9 Mikrobiologische Untersuchungen

Die Wundabstriche, die wahrend der Implantation von den Driveline-Austrittstellen und
den subkutanen Tunneln gewonnen wurden, sollten dazu dienen, Informationen tber die
grundlegende bakterielle und mykotische Kolonisation der Wundflache zu liefern. Diese
Abstriche wurden mittels steriler Tupfer gewonnen, die anschlieend fur die mikrobiolo-
gische Untersuchung an ein auf Tierproben spezialisiertes Labor (LABOKLIN, Deutsch-
land) geschicktwurden. Da von jedem Hauttunnel ein Abstrich asserviertwurde, wurden
entsprechend der Anzahl implantierter DSM insgesamt 32 Abstriche (n=32) analysiert.
Davon stammten 16 (n=16) von der 6-Wochen Gruppeundweitere 16 (n=16) von der 12-

Wochen Gruppe.

Nach Explantation der Gewebeproben bei Beendigung des Tierversuches und der Ge-
winnung der mikrobiologischen Proben wurden diese innerhalb von 6 h im Labor weiter-
verarbeitet. Eine der wichtigsten Methoden fir die Diagnostik von Infektionen medizini-
scher Implantate stellt das Verfahren der Sonikation und der anschlielRenden Kultivierung
dar, insbesondere flur die Detektion von Biofilm.50 Durch die weitere Aufteilung der ge-
wonnen BC-s.d.m.-Implantate in reine biosynthetische Cellulose (BC) und die dazugeh6-

rige BCB-s.d.m. wurden bei 32 Implantaten (n=32) von den beiden Versuchsgruppen
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insgesamt 48 einzelne Proben gewonnen und mittels Sonikation untersucht: 16 B-s.d.m.,
16 BC und 16 BCB-s.d.m. (siehe Abbildung 5).

Das Protokoll fiir die Sonikation und die anschliel3ende bakterielle Kultivierung bestand
aus funf Arbeitsschritten. Zuerst wurden alle Proben in den Zentrifugenréhrchen fir 30
Sekunden mittels eines Reagenzglasmischers (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bo-
hemia, NY, USA) geschttelt. Direkt im Anschluss folgte die Sonikation im Ultraschallbad
(BactoSonic/BANDELIN electronicGmbH & Co. KG) bei 40 kHz und 0,2 W/cm? fur 1 min.
Im dritten Arbeitsschritt wurden die Proben erneutfir 30 Sekunden mittels des Reagenz-
glasmischers geschttelt. Fur die bakterielle Kultivierung, wurden miteiner Pipette 100 pl
der Sonikationsflissigkeitin eine Petrischale mit Hirnherzinfusion-Agar (brain heart infu-
sion (BHI) agar; BD, Le Pontde Claix, Frankreich)gegeben.Im letzten Schrittwurden die
inokulierten Petrischalen fir24 h bei 37°C inkubiert. Jedes bakterielle Wachstum nach

Inkubation der Proben wurde als Kolonisation des Implantates gewertet.

Sterile Driveline-Aul3enhtllen des HeartWare HVAD (HW; Medtronic, Minneapolis, MN,
USA) und nichtimplantierte biosynthetische Cellulose-Membranen wurden als Negativ-

kontrollen mitgefihrt.

2.10 Statistik und genutzte Software

Die Daten der mikrobiologischen Untersuchungwurden rein deskriptivausgewertet. Dazu
wurde die Software Microsoft Excel 2019 genutzt. Dartiber hinaus wurden die Abbildun-

gen (1-6) mit der Software Biorender.com und Microsoft PowerPoint erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 In-vitro-Permeationsversuch

Der initial durchgefthrte in vitro-Test diente der Charakterisierung der Durchlassigkeits-
grenze und dem Nachweis der Undurchlassigkeit gegeniiber bakteriellen Pathogenen.
Der Permeationstest im Zwei-Kammer-System mit fluoreszierenden Mikropartikeln zeigte
eine Undurchlassigkeit der biosynthetisierten Cellulose-Membran fur Stoffe mit einer
GrolRe von 2 um und grofRer. Mikropartikel mit einer Grél3e von 2 um blieben vollstandig
in der Kammer oberhalb der Cellulose und entsprechend konnten keine Fluoreszenz an

der Unterseite der Cellulose nachgewiesen werden (siehe Abbildung 7 B).

Im nachsten Schritt wurde die tatsadchliche Barrierefunktion gegentiber S. aureus in ei-
nem ahnlichen Setting gepruft. Dabei zeigte sich zwar Wachstum auf der Oberflache der
intakten Cellulose-Membran, jedoch kein Wachstum auf dem darunter befindlichem
Nahrmedium. Dies spricht fr eine komplette Undurchlassigkeitder Cellulose-Membran
fur Bakterien, jedoch sind die Bakterien in der Lage die Oberflache der Cellulose durch
die Diffusion von Nahrstoffen zu kolonisieren. Im Falle einer Durchstechung derMembran
vor Inokulation der Oberflache mit S. aureus im Sinne einer Positivkontrolle waren die
Bakterien in der Lage den Nahrboden unterhalb der Cellulose-Membran zu kolonisieren
(siehe Abbildung 7 C).

Zusammenfassend zeigen die in-vitro-Tests, dass die verwendeten, intakten Cellulose-
Membranen eine undurchlassige Barriere fur Stoffe einer GroRe ab 2 um darstellen.
Diese Barrierefunktion bestehtauch in vitro bei der Kolonisation der Cellulose -Oberflache

mit dem Bakterium S. aureus.

3.2 In-vivo-Versuch (Tierversuch)

In einem weiteren Schritt wurde die Barrierefunktion der biosynthetischen Cellulose im
Tierversuch weiter untersucht.
Nach der Implantation heilten die Wunden regelrecht. Wahrend der gesamten Standzeit

zeigte keines der Tiere Anzeichen fireine systemische Infektion. Alle Tiere erreichten
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den entsprechenden Endpunkt(6-Wochen und 12-Wochen)undkein Tier musste vorzei-

tig aus der Studie ausgeschlossen werden.

Nach chirurgischer Anlage der subkutanen Tunnel wurde die Ausgangs-Kontamination
mittels steriler Wundabstriche erfasst. Pro Implantationsstelle wurde ein Abstrich asser-
viert. Dementsprechendwurden insgesamt32 Abstriche im Laufe des Versuches gewon-
nen,16 stammten von der 6-Wochen Gruppe undweitere 16 von der 12-Wochen Gruppe.
Dabei zeigte sich, dass trotz der DesinfektionsmalRnahmen und Operationsdurchfiihrung
untersterilen Kautelen 59,4% (19/32) der Implantationsstellen schon vorimplantation der
s.d.m. bakteriell kolonisiert waren. Dieses Ergebnis war nicht auf eine der Untersu-
chungsgruppen beschrankt, sondern es fand sich eine &hnliche Kontaminationsrate in
beiden Gruppen mit 9/16 positiven Wundabstrichen in der 6-Wochen Gruppe und 10/16

positiven Wundabstrichen in der 12-Wochen Gruppe.

Im Rahmen der Explantation wurden insgesamt 32 s.d.m. von beiden Tiergruppen ge-
wonnen (16 explantierte s.d.m. von der 6-Wochen Gruppe und 16 explantierte s.d.m. von
der 12-Wochen Gruppe). Entsprechend handelte es sich bei den 16 explantierten s.d.m.
jeder Untersuchungsgruppe um 8 Kontroll-s.d.m. (B-s.d.m.) ohne biosynthetische Cellu-
lose-Beschichtungund 8 s.d.m. mit Cellulose-Beschichtung (BC-s.d.m.). Fir getrennte
mikrobiologische Untersuchung von Cellulose und darunter liegender Driveline im Falle
der BC-s.d.m., wurde die Cellulose im Rahmen der Probengewinnung von der Driveline
entfernt. Insgesamt wurden in jeder der beiden Tiergruppen drei unterschiedliche Pro-
benarten mittels Sonikation und anschlieBender Kultivierung untersucht: (1) Kontroll-Dri-
veline (B-s.d.m.) (n=8), (2) bakterielle Cellulose nach Entfernung von der darunterliegen-
dens.d.m. (BC) (n=8) und(3) s.d.m. nachdemdie Cellulose-Beschichtungentferntwurde
(BCB-s.d.m.) (n=8) (siehe Abbildung 5). Entsprechend wurden sowohl in der 6-Wochen
Gruppe als auch in der 12-Wochen Gruppe jeweils 24 mikrobiologische Proben unter-

sucht.
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6-Wochen-Gruppe 12-Wochen-Gruppe
16 explantierte 16 explantierte
s.d.m. s.d.m.
8 B-s.d.m. 8 B-s.d.m.
(Kontrolle) SEESCT: (Kontrolle) il G
8BC 8 BCB-s.d.m. 8 BC 8 BCB-s.d.m.
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Abbildung 5 Probenaufteilung in den Versuchsgruppen. In beiden Versuchsgruppen (6-Wochen/12-Wochen-Gruppe)
wurden insgesamt 16 Silikon-Driveline-AuRenhtillen (s.d.m) implantiert. In jeder Gruppe jeweils 8 Kontrollen ohne
Cellulose-Ummantelung und 8 mit Cellulose-Ummantelung. Bei Explantation entstanden drei Probenarten (B-s.d.m,,
BC, BCB-s.d.m.) mit jeweils 8 Proben. (B-s.d.m. = Driveline-AufRenhiillen ohne Cellulose-Beschichtung; BC-s.d.m. =
mit Cellulose beschichtete Driveline-Aufenhiillen; BC = biosynthetische Cellulose nach Entfernung von der
darunterliegenden Driveline-Auf3enhtlle und BCB-s.d.m. = Driveline-AuR3enhtille nach Entfernung der biosynthetischen
Cellulose) (eigene Darstellung)

Bakterielle Kolonisation trat in allen untersuchten Gruppen auf. Die hochsten Kolonisat-
onsraten fanden sich in der BC-s.d.m.-Gruppe. Von den explantierten Cellulose-Proben
waren in der 6-Wochen Gruppe 75 % (6/8) kolonisiertund in der 12-Wochen Gruppe alle
Proben. Die niedrigsten Kolonisationsraten wiesen die Kontroll-s.d.m. (B-s.d.m.) mit 25%
(2/8) in der 6-Wochen Gruppe aufundauch in der 12-Wochen Gruppe waren die Kontroll-
s.d.m. um 37,5% (3/8) seltener kolonisiertals die BC-s.d.m. der gleichen Versuchstier-
gruppe. Erwartungsgemalf stiegen die Kontaminationsraten aller Gruppen mit der Im-

plantationsdauer an.

Die interessanteste Beobachtung dieses Versuches zeigt sich beim Vergleich der Konta-
minationsraten zwischen der BC-Gruppe und der BCB-s.d.m.-Gruppe. In der 6-Wochen
Gruppe fand sich trotz Kolonisation der Cellulose (BC) in 50% (3/6) keine bakterielle Ko-

lonisation auf der darunterliegende BCB-s.d.m. Ein &hnliches Ergebnis zeigte sich in der
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12-Wochen Gruppe, bei der die Kolonisationsrate der BCB-s.d.m. um 37,5 % (3/8) nied-
riger war als in der BC-Gruppe (siehe Abbildung 6).

6-Wochen Gruppe 12-Wochen Gruppe
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Abbildung 6 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung. Es zeigt sich ein allgemeiner Anstieg der
Kolonisationsraten zwischen der 6-Wochen-Gruppe und der 12-Wochen-Gruppe. In beiden Versuchsggruppen zeigte
sich die hochste Kolonisationsrate in der Cellulose-Probengruppe (BC). Die darunterliegende Driveline-AufRenhllen
(BCB-s.d.m.) waren jedoch im Falle 6-Wochen Gruppe in nur der Hélfte der Falle kolonisiert und im Falle der 12-
Wochen Gruppenum 37,5% weniger kolonisiert. Bei der B-s.d.m Gruppe handelt es sich um die nicht beschichteten
Kontroll-Driveline-Auf3enhiillen. Diese Probengruppe wies in der 6-Wochen-Tiergruppe die niedrigste Kolonisationsrate
auf. In der 12-Wochen Gruppe war die B-s.d.m. genauso haufig wie die BCB-s.d.m. kolonisiert. Adaptiert nach
Kaemmel et al.>
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4 Diskussion

VAD spezifische Infektionen stellen weiterhin ein Hauptproblem wahrend der Therapie
von Patienten dar, die auf ein solches System angewiesen sind. Patienten mit der Indi-
kation ,Destination Therapy“ sind in besonderer Weise von dieser Komplikation bedroht,
da es aufl3er einem Systemwechsel keine Moéglichkeitfur diese Patienten gibt, ohne ein
L-VAD zu Uberleben.

Da es trotz der schnellen technischen Entwicklung der letzten zwei Jahrzehnte weiterhin
keine marktreife Option zu einem kabellosen transkutanen Energietransfer fir State-of-
the Art LVAD Systeme gibt, besteht auch bei der neuesten LVAD Generation ein hohes
Infektionsrisiko durch die kontinuierlich verletzte Hautbarriere an der Driveline-Austritts-
stelle. Bis zur L6sung aktuell vorherrschender Probleme, die einen transkutanen Ener-
gietransfer verhindern, sind Modifikationen der physikalischen und chemischen Eigen-
schaften der verwendeten Driveline und Verdnderungen an der Driveline-Austrittsstelle
wichtige Forschungsschwerpunkte, um das Outcome von Patienten mit LVAD Systemen
weiter zu verbessern.

Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt fir die Verhinderung von Driveline-Infektionen ist,
durch die Implantateigenschaften modulierend aufdie Schwere der Fremdkorperreaktion
gegendie Driveline einzuwirken. Dieskénnte verhindern, dass sich immuninkompetentes
Gewebe in direkter Nachbarschaftzum Implantat bildet und auch das umgebende Ge-
webe kein Reservoir fiir Krankheitserreger darstellt.343541.42 Entsprechend wurde in die-
ser Studie der Einfluss einer Ummantelung von LVAD Driveline-Auf3enhdlllen mittels ei-
ner speziellen biosynthetischen Cellulose auf das Infektionsgeschehen an der Driveline-

Hauteintrittsstelle untersucht.

Durch die Ausschlussgrof3e von 2 um zeigt der in vitro-Versuch deutlich, dass die in die-
ser Studie verwendete biosynthetische Cellulose flr Zellen gro3er als dieser kritische
Wert undurchlassigist (siehe Abbildung 7 A und B). Dementsprechend kam es auch bei
der Impragnierungder Petrischalen-abgewandten Oberflache der Cellulose nichtzu einer
Durchwanderung der Cellulose. Der in-vitro-Versuch zeigt allerdings, dass Bakterien —in
diesem Falle S. aureus — in der Lage sind, die Oberflache zu kolonisieren (siehe Abbil-
dung 7 C). Dies ist méglich durch eine Diffusion von Nahrstoffen aus dem N&hrboden
durch die Cellulose.Im Falle der Zerstérung der Integritat der Cellulose, beispielsweise

durch mechanische Kraft — hier das Durchstechen der Cellulose, verliert die Cellulose
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ihre Barrierefunktion und die Pathogene kbnnen ungehindert den darunterliegenden
Nahrboden kolonisieren. Die beobachtete Barrierefunktion konnte anschlielend im in-
vivo-Versuch reproduziert werden. In einer relevanten Anzahl von Féllen kam es trotz
Kolonisation der Cellulose-Ummantelung nichtzu einer Kolonisierung des darunter lie-
genden Implantates. Diese Barrierefunktion istauf die Materialbeschaffenheitder Cellu-
lose-Membran zurtickzufiihren,da die Membran aufgrundihrergeringen Porengrél3e den
Ubertritt der Bakterien verhindert. Die insgesamt héhere Kolonisierungsrate der mit bio-
synthetischerCellulose ummantelten Driveline-Hullenistméglicherweise Folge des deut-
lich grof3eren Querschnitts der Implantate im Vergleich zu unbeschichteten Kontrollen,
da aus anderen Studien bekanntist, dass ein erhdhter Driveline-Diameter mit einer er-

hohten Infektionsrate assoziiert ist.>?

Wesentliche neue Erkenntnisse derhierdargestellten Studie sind, dass die hier getestete
biosynthetische Cellulose von Bakterien sowohl in vitro- als auch in vivo kolonisiert wer-
den kann.Die unbehandelte Cellulose wirkt nichtbakteriostatisch oder bakterizid. Jedoch
ist sie durch die geringe Porengrél3e und die damit verbundene Undurchlassigkeit fur
Stoffe mit einer Gro3e Uber 2 um, impermeabel flr bakterielle Pathogene. Dies konnte
sowohlin vitro nachgewiesen als auch in vivo bestéatigt werden. Obwohl die biosyntheti-
sche Cellulose um die s.d.m. bakteriell kolonisiert war, blieben die darunterliegenden
s.d.m. in 50 % der Féalle (6-Wochen Gruppe) und 37,5 % der Falle (12-Wochen Gruppe)
frei von einer Kolonisation. Diese Studie zeigt, dass die hier verwendete biosynthetische
Cellulose eine Barriere darstellt, die die bakterielle Kolonisation der darunterliegenden

Driveline-Silikonhtlle verhindern kann.



Diskussion 39

A Dispersion of
Microparticles
24 »
Test e T B
Membrane
Airtight
Vial
C Bacterial growth on BC Bacterial growth on agar

Abbildung 7 In-vitro-Permeationsversuch. (A) Versuchsaufbau zur Untersuchung der Durchlassigkeit der BC mittels
Dextran-Klgelchen. Zwei vertikal angeordnete ProbengefalRe sind mittels einer BC-Membran voneinander getrennt
Zum oberen Probengefald werden die Dextran-Mikropartikel hinzugefuigt und fur 24 h inkubiert. (B) Mikroskopische
Darstellung der BC nach Inkubation mit Dextran-Mikropartikeln. Aufder Oberseite der Cellulose-Membran zeigen sich
Dextran-Kigelchen (oberstes Bild) - Positivkontrolle. Nach 24 h finden sich an der Unterseite der BC keine Ubertre-
tenden Dextran-Mikropartikel (mittleres Bild). Negativkontrolle nach Inkubation mit destilliertem Wasser (unterstes
Bild). (C) Nach Beimpfung der Oberflache intakter BC mit Staphylococcus aureus kommt es an der Oberflache der
Cellulose zur Koloniebildung (oben links). Nach Entfernung der Cellulose vom darunterliegenden Nahrboden, zeigt
sich kein Ubertritt der Erreger durch die BC (oben rechts). Nach Zerstérung der Integritat der BC-Membran mit einer
Kanile kdnnen die Erreger die Cellulose durchwandern und den Nahrboden erreichen (unten links und rechts). Der

blaue Kreis zeigtdie Koloniebildungaufdem Nahrboden im Bereichder zuvor perforierten BC -Membran. (Uibernommen
von Kaemmel et al.)
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4.1 Relevanz der Ergebnisse fur klinische Praxis und zukinftige Forschung

Die Ergebnisse dieser Studie sind auf mehrere Arten klinisch relevant. Zwar war die un-
behandelte biosynthetische Cellulose in beiden Versuchsgruppen als Driveline-Umman-
telung haufiger kolonisiertals die entsprechenden Kontrollen ohne Cellulose-Beschich-
tung, jedoch konnte eine Kolonisation der darunterliegenden Driveline in einigen Fallen
verhindertwerden. Die in-vitro beobachtete Barrierefunktion konnte damit auch im Tier-
versuch reproduziert werden. Darlber hinaus hat die verwendete Cellulose in vorange-
gangenen Studien ihre besonderen antifibrotischen Eigenschaften im Rahmen der
Fremdkorperreaktion gegen kardiale implantierbare elektrische Gerate (cardiac implan-
table electronic devices, CIED) bewiesen.*” Eine weitere Studie von Albano et al.>3 hat
gezeigt, dass die Verwendung der hier besprochenen biosynthetischen Cellulose nach
Impragnierung mit antibiotischen Substanzen eine deutlich bessere anti-Biofilm Wirkung
aufweist, im Vergleich zu anderen Stoffen wie Silicon, Polyurethan oder Titan, die mit
denselben antibiotischen Substanzen beschichtetwurden. In Hinblick auf die besproche-
nen Studien wére der Einsatz der biosynthetischen Cellulose trotz der insgesamthdheren
Kolonisationsrate der unbehandelten BeschichtungimRahmen von LVAD Drivelinesaus
mehreren Grinden relevant: (1) entsprechend der Beobachtung von Albano etal. erfolgt
die Eradizierungvon Biofilm-verursachenden Pathogenen effizienteran der Grenzschicht
von antibiotisch vorbehandelter Cellulose und es ist damit wiinschenswerter als die Bio-
filmbildung direkt auf der Driveline, (2) im Falle einer Infektion der Cellulose-Membran
konnte diese durch ihre antifibrotischen Eigenschaften mitnur einem kleinen Eingriff aus
dem Driveline-Tunnel entferntwerden und damit die Infektion eradiziert werden und (3)
die Cellulose kdnnte ein Reservoir fur antibiotische Substanzen wahrend der Implanti-

onsdauer der LVAD Systeme darstellen.

Entsprechend sollte in einem weiteren Tierversuch die Fahigkeitvon antibiotisch vorbe-
handelter Cellulose zurReduktion von Driveline-Infektionen untersuchtwerden. Entschei-
dend ist die Auswahl Biofilm-wirksamer Antibiotika wie beispielsweise von Rifampicin.
Dabei kbnnte man sich in einem ersten Schritt an den Beobachtungen der Studie von
Albano et al. orientieren. Um den wichtigen Unterschied zwischen Implantatdurchmes-
sern zwischen unbeschichteten Drivelines und Implantaten mit Cellulose-Ummantelung
auszugleichen, sollte die Cellulose-Membran in folgenden Studienim Sinne eines einla-

gigen zirkularen Schutzesals Schlauch aufdie Drivelinesaufgebrachtwerden. Diesware
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moglich durch Dehydrierung eines entsprechenden Schlauches auf den Drivelines und
die anschlieBende Rehydrierung.

Beobachtungen dieser Studie und den zuvor besprochen Studien die einen Zusammen-
hang zwischen Implantatdurchmesser und Infektionsrisiko beschreiben®?, fiihrte zur Ent-
wicklung einer Driveline-Alternative. Diese wird aktuell in einem Tierversuch getestet.??
Durch die generierte Hypothese, dass kleinere Querschnitte der Implantate zu weniger
Fremdkdrperreaktion, wenigerimmuninkompetentem Gewebe und letztlich zu geringeren
Infektionsraten fuhrt, wird aktuell eine transkutaner Energietransfer tiber diinne Einzellei-
ter entwickelt. In einem ersten Versuch wurden mit Silikon-beschichtete Kupferdrahte
(Durchmesserzwischen 0,2—-0,4 mm) mit einerspeziellen 3D Topographie in Grof3tieren
implantiert. Um vergleichbare Leitungseigenschatften zu einertypischen LVAD Driveline
zu erhalten,die im Falle des HeartMate3 (Abbott, IL, USA) einen Aul3endurchmesservon
circa 6 mm aufweisen, wurden je nach Durchmesser der Kupferleiter eine Vielzahl dieser
implantiert, um den gleichen Gesamtquerschnitt zu erreichen. Einige wichtige Impulse
und Erfahrungen, der im Manteltext beschriebenen Studie, sind in das Versuchsdesign
der Studie von Kourouklis et al. eingeflossen. Moglicherweise stellt in Zukunft der Ener-
gietransfer tiber multiple kleine Leiter eine infektionssichere Alternative zur handelsubli-

chen Driveline dar. Es bleibt die endgultigen Daten der Studie abzuwarten.

4.2 Starken und Schwéachen der Studie

Durch den in vitro-Versuch wurde in einem ersten Schrittdeutlich dargestellt, dass die in
diesem Versuch verwendete biosynthetische Cellulose eine Permeabilitatsbarriere fur
Bakterien darstellt. Diese bildete den Ausgangspunktfiir eine weitere Untersuchung die-
ser Eigenschaftim Tierversuch. Um mdglichstnahe an einemrealen klinischen Szenario
zu bleiben, wurden fur den Tierversuch Grofitiere und die s.d.m. von handelsublichen
LVADs verwendet. Im Einklang mitden 3-R (Replace, Reduce, Refine) Prinzipien in der
Tierforschung mussten entsprechende Modifikationen am Versuchsaufbau vorgenom-
men werden. Um die Gesamttierzahl zu senken, mussten jedem Tier insgesamtvier Dri-
velines (2 B-s.d.m., 2 BC.s.d.m.) implantiert werden. Dieser Ansatz unterscheidet sich
deutlich von der klinischen Situation, bei der Patienten mitisoliertem LVAD eine Driveline
mit dazugehdriger Austrittsstelle besitzen. Im Falle der vorgestellten Studie wurden ins-
gesamt 32 s.d.m. bei 8 Tieren implantiert. Dariber hinaus wurden die s.d.m. Stlicke in

einerWeise implantiert, die andersals in der klinischen Realitdtmit jeweils zwei Driveline-
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Austrittsstellen einhergeht. Entsprechend wurden bei 32 Implantaten insgesamt 64 Aus-
trittsstellen angelegt, die eine potentielle Eintrittspforte flr Erreger darstellen. Zusammen
mit der kiirzeren Lange der verwendeten s.d.m. von 6-10 cm im Vergleich zu circa 20 cm
Driveline Lange im Rahmen einer L-VAD Implantation und der damit zusammenhé&ngen-
den kirzeren subkutanen Tunnel, erh6ht der gewahlte Versuchsaufbau das Risiko fur
eine Kolonisation der Driveline und damitauch fur eine Driveline-Infektion. Dieser Ansatz
des maximalen ,Stresstests“ wurde aus zwei Grunden gewahlt: (1) da die Inzidenz von
Driveline-Infektionen mitder Implantationsdauer ansteigt, konnte die Standzeit der Tiere
nach Implantation auf 3 Monate reduziert werden und (2) erhdht sich die Validitat der
Studienergebnisse, wenn Implantate in dieser Versuchsanordnung frei von bakterieller
Kolonisation bleiben. Eine weitere Starke dieser Studie ist die Definition eines ,Versa-
gens”“ der Schutzfunktion der Cellulose. Sobald eine bakterielle Kolonisierung der Drive-
line trotz schiitzender Celluloseummantelung festgestellt wurde, wurde ein Versagen der
Barrierefunktion angenommen. Diese Definition ist im Vergleich zur klinischen Realitat
sehr strikt, da die Kolonisation von Drivelines nichtimmer mit einer klinisch relevanten
Infektion korreliert. Da es sich bei Implantat-Infektionen in der Regel um Biofilm-assozi-
ierte Infektionen handelt, wurde fir die mikrobiologische Diagnostik in dieser Studie pri-
mar die Sonikation als Verfahren der Wahl gewahlt. Mittlerweile stellt das Verfahren der
Sonikation den Goldstandard fur die Diagnostik von Implantat-Infektionen dar. Im Ver-
gleich zu konventioneller mikrobiologischer Diagnostik mittels Abstrichen ist die Sensiti-

vitat der Sonikation deutlich hoher.>*

Auf deranderen Seite miissen auch einige Schwachen fir die korrekte Interpretation der
Studienergebnisse beachtetwerden. Da die s.d.m. nachtraglich mit hydrierter biosynthe-
tischer Cellulose ummanteltwurden, besalR3en die zu untersuchenden Implantate einen
groReren AulRendurchmesseralsdie Kontrollen. Davorangegangene Studien den Durch-
messer der Driveline als einen relevanten Risikofaktor flir die Entstehung von Driveline-
Infektionen identifizierthaben, kbénnte dies die Ergebnisse des in vivo-Versuchs beein-
flusst haben.%2 Dariiber hinaus muss beachtet werden, dass trotz griindlicher chirurgi-
scher Antisepsis schon bei Implantation ein Grof3teil der subkutanen Tunnel eine bakte-
rielle Kontamination aufwiesen. Dies trat sowohl in der 6-Wochen- als auch in der 12-
Wochen Gruppe auf. Diese Beobachtung hatjedoch geringen Einfluss auf die externale
Validitat der Ergebnisse, da auch in der Humanmedizin bekanntist, dass Desinfektions-

mittel lediglich eine Keimreduktion bedingen und keine vollstdndige Sterilitat erzeugen.
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Zusatzlich wurde diesem Storfaktor mit einerperioperativen Antibiotikaprophylaxe entge-
gengewirkt. In zukunftigen Studien konnte der Einfluss der bakteriellen Hautkolonisation
mittels eines Vergleiches des Erregerspektrums zwischen Wundabstrich und Sonikation
der explantierten Implantate untersuchtwerden. Anders als bei Patienten mit LVADs ist
es in der Veterindrmedizin deutlich schwerer, aseptische Wundverhaltnisse dauerhaft
aufrechtzuerhalten. Aus diesem Grund sind die Implantate schon grundsatzlich einem
hoheren Risiko ausgesetzt,kolonisiertzu werden. Ein weiter Schwachpunktdieser Studie
ist die geringe Tieranzahl und die damitverbundene geringe Anzahl an untersuchten Im-

plantaten.
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5 Schlussfolgerungen

VAD-spezifische Infektionen und besonders Driveline-Infektionen stellen weiterhin eine
Hauptkomplikation wahrend der Therapie mit LVADs dar. Da weiterhin keine zugelassen
transkutanen Energietransfersysteme verfligbar sind, sind Modifikationen der bestehen-
den Driveline-abhangigen Systeme ein wichtiger Forschungsschwerpunkt. In der hier
prasentierten Arbeit, wurden BC-Membranen aufdie Oberflache handelstblicher LVAD-
Drivelinesaufgebrachtund deren Funktion als Barriere gegeniiberbakterieller Durchwan-
derung untersucht. Trotz der insgesamt hoheren Kolonisierungsrate der BC-Membran
ummantelten Drivelines zeigt der beschriebene Versuch, dass die BC als Barriere fun-
giert und die bakterielle Kolonisation der darunterliegenden Driveline verhindern kann.
Diese Beobachtung st klinisch relevant, da eine unabhangige Studie gezeigt hat, dass
die verwendete Cellulose, sobald sie mit Antibiotika beladen ist, weniger anfallig fur bak-
terielle Kolonisation istals antibiotisch beschichtete Materialien wie Silikon. Dementspre-
chendistes wiunschenswert, eine bakterielle Kolonisation auf die Cellulose zu begrenzen
und das darunterliegende Implantat zu schiitzen. Ein weiterer wichtiger Punktist, dassin
zukinftigen Studien die Querschnittsflache derImplantate kleinersein muss, um den vol-
len protektiven Effekt der BC zu nutzen.
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genommen.Dartber hinauswarich aktiv unter Anleitung durch die Tierarztin Dr. Schmidt
an der Konditionierung und Nachsorge der Tiere wahrend des Versuchs beteiligt. Die
regelmanigen Wundkontrollen und -versorgungen wurden durch mich durchgefihrt. In
Zusammenarbeit mit Herrn PD Trampuz, Frau Dr. Moreno-Gonzalez und Herrn Prof.
Starck habe ich die Methodik fir die mikrobiologische Untersuchung der explantierten
VAD-Drivelines erarbeitet. Nach Einfuhrung durch Frau Dr. Moreno-Gonzales habe ich
die mikrobiologische Untersuchung mittels Sonikation selbststandig durchgefihrt und
ausgewertet. Die deskriptive Datenanalyse, die in der Publikation dargestellt wurde,
wurde durch mich durchgefuhrt, Herr Dr. Ferrari stand mir beratend zur Seite. Abschlie-
Rend habeich die Rohfassung der Publikation ,On the function of biosynthesized cellu-
lose as barrier against bacterial colonization of VAD drivelines” geschrieben. Nach Bera-
tungundKorrekturen durch Herrn Dr. Ferrari, Erst- und Zweitbetreuerund schlussendlich
durch die Co-Autoren habeich die finale Fassungder prasentierten Publikation geschrie-
ben. Danach habe ich die Publikation bei der Fachzeitschrift ,Biomaterials® (IF = 12.479;
Stand 2020) eingereicht. Diese wurde nach dem Review abgelehnt. Dabei fungierte ich
als der korrespondierende Autor. Nachdem ich weitere Anpassungen an der Publikation
entsprechend der Vorgaben der Fachzeitschrift ,Scientific Reports“ vorgenommen hatte
und dies mit den Co-Autoren abgestimmt hatte, habe ich als korrespondierender Autor
die Publikation erneut eingereicht. Die Anmerkungen und Anderungswiinsche durch die
Reviewer habe ich in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Starck und Herrn Dr. Ferrari be-
antwortet. Schlussendlich ist die Publikation im September 2021 in der Fachzeitschrift
»Scientific Reports” (IF = 4.996; Stand 2021) des Nature Research Verlages erschienen.
Die Abbildungen 1, 2 und 3 der Publikation wurden durch mich erstelit.
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OPEN On the function of biosynthesized
cellulose as barrier against bacterial
colonization of VAD drivelines

Julivs Kaemmel*™, Aldo Ferrari?, Francesco Robotti®?, Simone Bottan?,

Fritz Eichenseher®, Tanja Schmidt®, Mercedes Gonzalez Moreno®’, Andrej Trampuz®?,
Jaime-Jirgen Eulert-Grehn#, Christoph Knosalla'®®, Evgenij Potapov'®, Volkmar Falk>®1° &
Christoph Starck™®

Bacterial colonization of drivelines represents a major adverse event in the implantation of left
ventricular assist devices (L-VADs) for the treatment of congestive heart failure. From the external
driveline interface and through the skin breach, pathogens can ascend to the pump pocket,
endangering the device function and the patient’s life. Surface Micro-Engineered Biosynthesized
cellulose (BC) is an implantable biomaterial, which minimizes fibrotic tissue deposition and promaotes
healthy tissue regeneration. The topographic arrangement of cellulose fibers and the typical material
porosity support its potential protective function against bacterial permeation; however, this
application has not been tested in clinically relevant animal models. Here, a goat model was adopted
to evaluate the barrier function of BC membranes. The external silicone mantle of commercial L-VAD
drivelines was implanted percutaneously with an intervening layer of BC to separate them from

the surreunding soft tissue. End-point evaluation at 6 and 12 weeks of two separate animal groups
revealed the local bacterial colonization at the different interfaces in comparison with unprotected
driveline mantle controls. The results demonstrate that the BC membranes established an effective
barrier against the bacterial colonization of the outer driveline interface. The containment of pathogen
infiltration, in combination with the known anti-fibrotic effect of BC, may promote a more efficient
immune clearance upon driveline implantation and suppeort the efficacy of local antibiotic treatments,
therefore mitigating the risk connected to their percutaneous deployment.

Congestive heart failure is a common and severe medical condition, with 2.2% prevalence in the United States'.
Individuals in the age of 40 have a lifetime risk of 20% for developing heart failure®. In the frame of an ageing
Western population, these figures are bound to further increase’.

Due 1o the shortage of donor organs and the limited therapeutic options for patients with end-stage heart
failure, left ventricular assist devices (L-VADs) have emerged as a viable alternative to heart transplantation®.
Nowadays, VADs are implanted with different therapeutic goals, ranging from bridge-to-transplantation to
destination therapy®. Patients treated with continuous flow L-VADs have 1-year survival rates comparable to
those patients receiving an url.hul.upi.: heart lransplanl""_. However, these ﬁgur:s diverge at 3 years, with patients
under mechanical support showing significantly reduced survival®’. After 1 year on mechanical circulatory
supporl approximately 19% of patients develop at least one driveline infection®. In general, VAD infections are
associaled with reduced survival of patients™*.
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Berlin, Germany. SCharité-Universititsmedizin Berlin, corporate Member of Freie Universitit Berlin and
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Germany. "Berlin Institute of Health at Charité-Universitdtsmedizin Berlin, BIH Center for Regenerative Therapies
(BCRT), Charitéplatz 1, 10117 Berlin, Germany. *DZHK (German Centre for Cardiovascular Research), Partner
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State of the art L-VADs [e.g. HeartMate3 (HM3; Abbott, Chicago, IL, USA) and HeartWare HVAD (HW;
Medtronic, Minneapolis, MN, USA)| rely on an external power source and control unit thus requiring a percu-
taneous driveline. The associated exit sites represent a breach in the skin barrier function against pathogens. The
superficial colonization of the driveline, able to ascend and reach the pump pocket, is a common adverse event
connected to VADs for mechanical circulatory support'. According to the International Society for Heart and
Lung Transplantation (ISHLT), VAD infections are classified as follows: VAD-specific infections, VAD-related
infections and non-VAD infections. Infections involving the driveline and the adjacent tissue are accounted as
VAD-specific infections'".

These infections are mostly caused by Gram-positive or Gram-negative bacteria such as Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa’, whereas fungal infections only account for a small
fraction of them.

In addition to this, and in all cases even if to a variable extent, the interaction between an implanted medical
device and the body tissues elicits an acute and chronic inflammation, the foreign body reaction (FBR). Over
time, FBR leads to the encapsulation of the synthetic materials in a dense fibrous tissue and establishes an envi-
ronment with poor vascularization and reduced immune surveillance'* .

This further complicates the picture, as the silicone interface of the drivelines becomes rapidly encapsulated.
In this scenario, the interplay between FBR and implant infection is twofold. First, the dysregulated immune
response to foreign bodies, leading to fibrosis, hampers the local tissue ability to react to contaminating pathogens
and is conducive to the establishment of a persisting infection around the implant'*'*. The colonization of soft
tissues in the surgical pocket can additionally generate niches for pathogen survival. These have been shown to
cause relapsing infections upon revision of contaminated implants'.

Second, the metallic or silicone surfaces of most implants are prone to bacterial adhesion and biofilm
formation"”. The process is supported by the aspecific protein fouling of abiotic surfaces which mediates bacte-
ria docking via adhesins, binding to matrix proteins such as collagen, fibronectin, and fibrinogen. The fate of the
implant is then decided by whether host cells can integrate the biomaterial before bacteria colonize the surface.
If bacteria win this ‘race to the surface’"” a biofilm is established, which cannot be cleared by the host immune
system and is often resistant to antimicrobial treatments. Persistent biofilms cause chronic inflammations in the
surgical pocket and represent a root cause of implant failure and death. Altogether, driveline infections and their
fibrotic encapsulation remain major challenges tainting the success of VADs as viable treatment for heart failure.
Minimizing FER and limiting biofilm formation shall be therefore regarded as key measure against recurrent
implant infections.

Biosynthesized cellulose (BC) is a naturally occurring polymer that has received increasing consideration as
promising implantable biomaterial . Bacterial fermentation of sugars at the interface with air generates free-form
layers of a cellulose hydrogel containing > 95% of water. The process can be harnessed by up-scalable fabrica-
tion protocols, which control the distribution of cellulose nanofibers, the resulting nanoscale porosity, and the
microscale surface geometry'’. Currently, BC is approved as dura mater substitute'®, and chronic in vivo tests
demonstrate its efficacy in minimizing the foreign body reaction against cardiac implantable electronic devices'.
Surface Micro-Engineered BC'” has shown excellent antifouling and antiadhesive properties significantly reduc-
ing fibrotic tissue deposition around soft tissue implants'®. In addition, it establishes a porous interface improv-
ing the efficacy of antibiotic molecules, as compared to metals or silicones'. However, the role of BC as barrier
against bacterial infiltration and colonization remains to be proven both in vitro and in vivo.

Here, we tested the protective effect of BC layers to prevent bacterial colonization of the L-VAD driveline
external silicone interface (the silicone driveline mantle; s.d.m.} in a large animal model in vivo. The study ration-
ale leverages on the antifibrotic effect of the protective material coupled with its intrinsic nano-scale architecture
blocking bacterial infiltration and supporting immune clearance. To this end, we percutaneously implanted the
silicone mantle of L-VAD drivelines with and without BC protection and evaluated the dynamics of bacterial
infiltration at their external interface. Specifically, two time points at 6- and 12-weeks post-implantation were
analyzed, and bacterial colonization was detected by microbiological screening.

Materials and methods

Biosynthesized cellulose fabrication and characterization. The Surface Micro-Engineered BC used
in this study was synthesized by a strain of the bacterium Acetobacter xylinum in static culture. The wild type
Acetobacter xylinum strain ATCC-700178 (LGC Standards, Wesel, Germany) was used for BC fermentation'’.
The bacteria were grown in a medium prepared as reported in Table 1 and sterilized by autoclaving. The resulting
BC membranes were made of a three-dimensional network of randomly arranged cellulase nanoribbons, form-
ing a multi-layered hydrogel with high porosity'’. The average pore diameter was < 500 nm.

The BC membranes were harvested after 1 week of incubation at 27 *C. BC purification was performed as
reported in Bottan et al."’. Briefly, at the end of the culturing period a thick (3-4 mm) cellulose layer was formed.
BC substrates were then harvested. To remove bacteria from the BC the pellicles were washed in NaOH 1 M
for 80 min at 80 “C, and subsequently in deionized (DI} water at room temperature (RT) until neutral pH was
reestablished. The BC substrates were fully hydrated upon harvesting from the bacterial fermentation culture.
This stage is defined as nondehydrated bacterial cellulose (NDH). The NDH substrates were then washed and
dehydrated overnight at RT. Dehydrated cellulose substrates (DH) were then rehydrated with DI water. Finally,
the rehydrated substrates (RH) were autoclaved (121 *C, 1.1 bar for 15 min) and stored in PBS at 4 *C. Mem-
branes had a residual endotoxin content < 20 EU/device, as prescribed for fully implantable medical devices':.
In particular, sterile biosynthetic cellulose sheets measuring 10 x 20 cm were used for the animal experiments.

The surface porosity (') was measured on planar images at high magnification (25,000x) as the ratio of the
area of pores divided by the area of the field of view (Supplementary Fig. 1). The area of the pores was calculated
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p-Glucose C.H 0, g
Diazanium sulfate (ammonium sulfate) (NH,) 250, 35g
Potassium dihydrogen phosphate (phosphoric acld) | KH,PO, g
Sodium phosphate dibasic dodecahydrate (Na,HPO,)12H.O jag
Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO)7H,O 21g
Boric ackd H,BO, 4.3 mg
Ferrous sulfate heptahydrate (FeS0,)7H.O 9.5 mg
Pyridine-3-carboxamide (nicotinamide) CHN.O 0.7 mg
Ethanol C,H,OH &ml

Table 1. Composition of culture medium for Acetobacter xylinum. Additives for 11of medium in Milli-Q
filtered water.

using the Analyze Particle tool of Image] on a binary mask obtained from the SEM image setting a signal inten-
sity threshold. To obtain a value for the average pore diameter, @ was divided by the number of individual pores
detected from the processed image. This evaluation was performed on multiple fields of view to obtain a standard
deviation for the average pore diameter.

After preparation, the BC substrates were characterized using scanning electron microscope (SEM) imaging.
To prepare the samples for SEM, the substrates were washed twice in Milli-Q water, and then rinsed for 10 min
in increasing concentrations of filtered ethanol (30, 50, 70, 90 and 95%). They were then rinsed twice in 100%
ethanol for 15 min each. Ethanol dehydration was followed by gradual replacement with hexamethyldisilazane
{Sigma-Aldrich) that was let to evaporate in a fume hood overnight. Samples were finally coated with a 5 nm-
thick film of gold/palladium (60/40 wt%). The substrates were imaged using a JEOL JSM-7500FA scanning
electron microscope (SEM), equipped with a cold field emission gun (FEG). Initially, low magnification images
at 30° tilt angle were acquired, to allow for perspective 3D imaging. The BC nanofibers were imaged at higher
magnification and resolution, operating the machine at an acceleration voltage 2 kV in order to minimize any

possible beam damage effect. In both cases the SEM imaging was performed by collecting secondary electron
(SE) signal.

In vitro permeutil:ln assay. A custom-developed setup was exploited for the permeation assay (Fig. 3). A
test membrane (i.e. the BC membrane) was mounted to separate the two chambers (Fig. 3A). The upper chamber
was then filled with a stabilized suspension of 2 pm microparticles (SPHERO Fluorescent Light Yellow Particles
1%wiv 1.97 pm, Spherotech Inc.), while the lower chamber was filled with an equivalent volume of pure solvent.
After 24 h incubation at room temperature, the test membrane was retrieved and the number of beads perme-
ating from the upper to the lower chamber was evaluated at different time points by inspecting the membrane
surface by means of bright-field microscopy.

For bacterial colony formation, cubes of agar with lateral size of 1 cm were prepared and inoculated with a
solution of S. aureus (Fig. 3C). The agar cubes were then leaned on a BC membrane separating them from an agar
plate. Samples were incubated overnight at 37 °C and the colonization of the agar plate surface (i.e. by bacteria
crossing the BC membrane) was evaluated. BC membranes in which an array of holes was created by puncturing
with a syringe tip were included as internal controls, following the same experimental scheme.

Experimental animals. The animal study was performed on adult non-gravid, horned and dehorned
female goats (German improved white goat/Preclinics GmbH) on the basis of the governmental permit G
0099/18 issued by LaGeSo (Berlin, Germany) and according to the guidelines of the EU directive 2010/63, the
German animal protection act (TierSchG) and the regulation for the protection of laboratory animals {TierSch-
VersV). The animal study complies with the ARRIVE guidelines.

Large animals were necessary for this study since the implanted s.d.m. (i.e. the external silicon layer of com-
mercial L-VAD drivelines) measured 6-10 cm in length. Goats represent the most adequate model. They can
be easily trained and handled. Using protective vests, self-mutilation of the implants can be prevented even in
group housing. For this study, the protective vests for maintenance of proper wound hygiene were fabricated
based on the design published by Grosshauser et al® (Fig. 1).

A total of eight (n=8) animals were included in the study. Animals were divided into two groups, a 6-week
{animals Nr. 1-4) and a 12-week (animals Nr. 5-8) endpoint group based on the time span between the implan-
tation and explantation of the s.d.m. Each animal (6-week and 12-week group) received four s.d.m. (n=4) to
reduce the total number of animals. On both flanks of the animal, one control s.d.m. without BC coating and
one BC covered s.d.m. were implanted following a staggered scheme. In total, each group of animals received
sixteen individual s.d.m. (n=16), ie. eight control s.d.m. (n=8) and eight BC covered s.d.m. (n=8). No animal
was excluded during this study.

Housing, husbandry and animal welfare. Animals were allowed to adapt to the new environment,
personnel and the protective vests for 2 weeks before the surgery. In addition, all animals were trained to walk
the path from the stable to the room where the anesthesia induction was performed and were acclimated to the
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Figure 1. Experimental animal wearing a protective vest to secure the integrity of wound dressings.

inhalation masks. Training as well as later induction of anesthesia was performed in groups of two animals. This
approach was chosen to reduce stress to individual animals. In particular, induction of anesthesia directly via
Isofluran application using an inhalation mask rendered premedication by intramuscular injection unnecessary.

In general, animals were accommodated in stables in groups of 2-4. Each stable was equipped with an
automated water dispenser and appropriate enrichment. Animals were fed with hay and feed pellets. Upon
study-associated manipulations or health checkups, animals were additionally fed with carrots and apples. The
bedding consisted of a combination of sawdust and straw. Pens were cleaned and disinfected once a week.
Temperature was kept at 18+ 2 °C and air humidity at 55+ 10%. Stables were illuminated by daylight, ensuring
a natural circadian rhythm.

All animals were inspected daily by veterinarians and animal care attendants. Each animal was weighted
weekly. Post implantation, wounds were inspected regularly at intervals ranging from daily to once a week. The
frequency of wound controls and the associated dressing changes were primarily dependent on the condition of
the wound dressings. General health and wound condition were documented at every inspection.

Perioperative management for implantation. All animals were fasted for 12 h before anesthesia
induction. Anesthesia was induced by inhalation of Isoflurane (3.0-5.0%) using a facemask connected to the
respirator. Afterwards, an IV access was established on an ear vein and a distal leg vein. Sedation was intensi-
fied by an IV bolus (10-15 mg/kg) of Sodium Thiopental. Following endotracheal intubation, anesthesia was
maintained with inhaled Isofluran (0.8-1.5%) and IV Fentanyl (1-5 pg/kg bolus/1-5 pg/kg/h). All animals
received a Fentanyl (75 pg/h) skin patch to one foreleg before surgery. Moreover, an oropharyngeal temperature
probe and a ruminal tube were placed. All animals received preoperatively a single shot of Ampicillin/Sulbactam
(2000 mg/1000 mg) intravenously. Continued antibiotic prophylaxis until healing of the wound was ensured by
an intramuscular injection of Amoxicillin (15 mg/kg) before the end of surgery. The injection with Amoxicil-
lin was repeated at 48 and 96 h after surgery. During anesthesia heart rate and respiratory rate were monitored
continuously. Proper mechanical ventilation was ensured by capnometry.

Implantation procedure. Commercial s.d.m. of HeartMate3 (HM3; Abbott, Chicago, IL, USA) drivelines
were used in this study. The external silicon layer of the drivelines (i.e. the s.d.m.) was divided in 6-10 cm long
pieces. Previous studies indicated an increase in the risk of infection by a skin-velour interface compared to a
skin-silicone interface, hence the velour portion of the s.d.m. was discarded in this study*'~*. Sterile BC sheets
were unfolded on wet sterile gauze and aligned in a manner that the rounded edge was situated at the right top
corner. This approach ensures correct application of the cellulose to the s.d.m.

The BC membranes adopted for this study exhibited excellent tensile strength and proved very conformable™.
These properties allow the material to wrap around the high curvature of the silicone drivelines used for this
study. The application of the BC protective layer was performed by tightly rolling the membrane around the
driveline silicone surface. Due to the properties of hydrated BC, the membranes were tightly adhering to the
s.d.m. after application. The process was performed without damaging or tearing the BC layer. Afterwards, the
protruding ends of the cellulose were trimmed to the exact length of the s.d.m. on both sides (Fig. 2A). After
implantation of the BC-protected s.d.m. into the subcutaneous tunnel, the surrounding tissue naturally applied
sufficient pressure to the implant to maintain the BC membrane in place without unfolding. A single suture
at the end of each driveline tied the membrane to the silicone driveline outer layer and further stabilized the
implant configuration. The correct configuration was retrieved upon explantation of the test articles for the
ensuing analysis.

Implantation was performed for all animals in aseptic technique. Prior to surgery, both flanks of the animals
were shaved using hair clippers. Thereafter the skin of both flanks up to the spine was thoroughly disinfected
using a 7.5% povidone-iodine-solution. Surgical drapes were used to create a rectangular surgical field measuring
approximately 15 20 cm on both flanks of the animal.

Two subcutaneous tunnels were created on each side of the animal by incising the skin at four points with
a scalpel and subsequent atraumatic preparation in the subcutaneous tissue with surgical scissors. Each tunnel
measured 5-9 cm in length. The two tunnels on the same animal side were approximately 4-6 cm apart. Implan-
tation of control s.d.m. and BC covered counterparts was performed by channeling through the subcutaneous
tunnels and securing them with a non-absorbable 2-0 Ethilon (Ethicon, USA) purse-string suture at each exit
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Figure 2. Application of biosynthesized cellulose (BC) to the silicone mantle (s.d.m) of L-VAD-drivelines and
implantation process. (A) Original s.d.m. wrapped in BC. Both ends of overlapping BC were trimmed to the
length of the s.d.m. (B) Surgical site at the end of the procedure. S.d.m. are secured at the exit sites by a single
purse string suture. (C) Preparation of subcutaneous tunnels and insertion of s.d.m. Arrangement of implants at
the animals flank. Dotted line represents future incision for the explantation of the s.d.m.

site (Fig. 2B, C). For additional stability, the s.d.m. ends protruding from the subcutaneous tissue were tied to
the sutures securing the exit sites (Fig. 2B).

Dressing chang Dressing changes were performed aseptically either by using a touchless technique or
by wearing sterile surgical gloves. Adhesions and cc inants were removed using sterile 0.9% saline solu-
tion and sterile compresses. Wounds were covered using sterile compresses and adhesive bandage. Edges of the
bandage were further secured using an extra bandage layer. The first wound control and dressing change was
performed within the first three postoperative days. Consecutive dressing changes were performed regularly

every 1-7 days depending on the integrity of the wound closure material.

Sample collection. Animals were euthanized directly after being under deep anesthesia induced by inhala-
tion of Isofl (5.5%) followed by IV administration of 2500 mg Sodium Thiopental, 0.5 mg Fentanyl, 2 mg
Pancuronium Bromide and 60 ml of 7.45% potassium chloride solution. The s.dm. and the adjacent tissue
specimens were then gathered directly.

An approximately 3 cm thick (dissected to the muscle fascia) square tissue section (10 x 10 cm) was cut out
of the skin utilizing a scalpel. Importantly, the tissue size was selected such that the edges of the sample were at
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Figure 3. In vitro test of BC barrier function. (A) Experimental settings. A test BC membrane separates two
chambers assembled with an airtight seal. A dispersion of microparticles is loaded into the upper chamber and
let to diffuse for 24 h. (B) Direct evaluation of microparticle penetration (Dextran beads) across BC membranes.
The upper surface of the BC membrane is reported as positive control (upper panel). The lower surface of the
BC membrane upon incubation with Dextran beads (middle panel). The lower surface of BC membrane upon
incubation with distilled water, reported as negative control (lower panel). (C) Bacterial colonization of pristine
(upper left) and punctured BC membranes (lower left) and of the underlying agar substrate (right). A blue circle
(lower right) indicates bacterial colonization underneath punctured BC membranes.

least 2 cm away from the implant at all points. Once explanted, the two tissue specimens (from both flanks of
the animal, containing all 4 s.d.m.), were transferred to another sterile instrument table for further dissection
and sample collection. Specifically, each sample (s.d.m. and surrounding tissue) was dissected longitudinally
into three sections. Two sections contained the exit sites (left and right, where the s.d.m. exits the skin) and the
middle section containing the subcutaneous part of the implant. The middle section measured approximately
1 c¢min length.

The middle section was cut longitudinally in order to separate the s.d.m. from the adjacent tissue. Control
s.d.m. were freed from the tissue and transferred into 15 ml Falcon tubes filled with 3 ml sterile 0.9% NaCl solu-
tion. BC-covered s.d.m. were separated prior to transfer into 15 ml Falcon tubes filled with 3 ml sterile 0.9% NaCl
solution. Therefore, the BC was dissected and peeled off the corresponding s.d.m. This separation resulted in
three distinct groups for microbiologic testing: (1) control bare s.d.m. (B-s.d.m.), (2) BC-coated s.d.m. deprived
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of BC (BCB-s.d.m.) and (3) BC. Transfer of implant specimens into Falcon tubes was performed under sterile
conditions.

Microbiology. Wound swabs collected from the subcutaneous tunnel and corresponding exit sites prior to
the s.d.m. implantation were sent to a specialized veterinarian laboratory (LABOKLIN, Germany) for micro-
biologic testing.

Post-collection specimens were processed in a microbiology laboratory within 6 h. Falcon tubes containing
the implants immersed in 0.9% NaCl were vortexed for 30 s (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia
NY, USA), followed by sonication in an ultrasound bath at 40 kHz and 0.2 W/cm? (BactoSonic/BANDELIN
electronic GmbH & Co. KG) for | min and another 30 s vortexing. Finally, 100 pl of the sonication fluid were
plated on a brain heart infusion (BHI; BD, Le Pont de Claix, France) agar and incubated for 24 h at 37 °C. Sterile
not implanted BC (same batch as the implanted BC) and a sterile driveline mantle of a HeartWare HVAD (HW;
Medtronic, Minneapolis, MN, USA) driveline were used as negative controls.

Software. The cartoons in Fig. 2 were created with Biorender.com.

Results

In vitro barrier function of BC. To demonstrate that the BC membranes under study establish an effec-
tive physical barrier against bacterial pathogens we initially evaluated their exclusion size in a permeation test
in vitro. The results of this analysis, which exploited a custom developed two chamber cell (Fig. 3A), are reported
in Fig. 3B. Microparticles of 2 um in diameter were completely excluded from the lower chamber, indicating a
cut-off size smaller than 2 pm. These data therefore demonstrate that the BC membrane structure is compatible
with a barrier function against particles of this size or larger.

Next, the actual exclusion of bacteria from crossing the BC membranes was tested using inoculation with
S. aureus (Fig. 3C). Specifically, bacteria were inoculated on the upper surface of BC membranes lying on agar
plates. In this experimental configuration, the growth of bacteria on the underlying agar substrate demonstrates
permeation across the test membrane.

In all tested samples, bacteria were able to grow and colonize the upper surface of BC membranes, indicat-
ing that cellulose is permeable to nutrients diffusing from the underlying plate (Fig. 3C). However, no signs
of colonization were detected directly on the agar plate in the case of pristine BC barriers. On the other hand,
when macroscopic holes were implemented on the membranes by puncturing them with a syringe, the BC layer
became conducive to bacterial penetration and allowed colonization of the agar plate.

Mtogethen these results demonstrate that BC membranes are permeable to small soluble molecules, but natu-
rally constitute an effective physical barrier against the diffusion of microscopic structures, including bacteria.

Invivo study set-up.  To evaluate in vivo the protective effect of BC membranes towards bacterial coloniza-
tion, we tested their barrier function upon the percutaneous implantation of L-VAD s.d.m.

Two groups of four adult female goats each entered the study. Each animal received 4 individual 6-10 cm
long s.d.m. segments (see Materials and Methods). In particular, at each side of the animal one bare s.d.m. and
one BC-coated s.d.m. were implanted percutaneously (Fig. 2B). Due to the additional thickness generated by
the superposition of BC, percutaneous skin tunnels were distinctly larger for BC-coated s.d.m. than for their
bare counterparts (Fig. 2B).

In general, wounds healed well in all animals. In case of wound secretion, implant sites were flushed with
sterile 0.9% NaCl solution and wound dressings were changed. No animal had fever or signs of systemic infection
during the observational period. The BC membranes gradually changed color (from opaque white to brown-yel-
low) along the duration of the study. Their distal part, which protruded outside of the skin, rapidly dried loosing
flexibility and becoming brittle. The experiment was terminated at two subsequent time points, with the sacrifice
and explantation at 6-weeks for the animals of the first group and at 12-weeks for those in the second group.

In vivo barrier function of BC.  After the subcutaneous tunnels were surgically prepared, an initial test was
performed to evaluate the baseline contamination of the implant sites, and in particular the effect of their prepa-
ration, cleaning, and disinfection. In this frame, sterile microbiological swabs were employed do detect fungal or
bacterial contamination of the tunnels and their respective exit sites. Therefore, 32 swabs samples were collected
for microbiological analysis from both animal groups (16 from 6-week group and 16 from 12-week group).

None of the swabs collected prior to s.d. m. implantation showed signs of fungal colonization. On the other
hand, despite thorough skin disinfection and use of sterile surgical equipment, 19 (19/32; 59.38%) specimens
were positive to bacterial grow‘th after culturing. with an almost equal distribution between the 6- (9/16) and
12-week (10/16) group.

This demonstrates an existing bacterial contamination in the majority of the surgical sites, which has to be
expected as the applied disinfection procedure can reduce the resident flora but not to eradicate all microbes.

In total, 32 specimens were collected for microbielogical analysis from both animal groups (6- and 12-week)
including 16 BC-coated s.d.m. (8 at 6 weeks and 8 at 12 weeks) and 16 bare counterparts. Prior to sonication and
subsequent plating, BC-coated s.d.m. were divided into their components (i.e. the BC and the s.d.m.) resulting in
a total of 48 distinct specimens. Accordingly, for the analysis we considered the following target substrates: the
control bare s.d.m. (B-s.d.m.; n=16), the BC membranes (BC; n=16), and the BC-deprived bare s.d.m. (BCB-
s.d.m.; n=16). Samples were considered colonized if bacterial growth was observed in agar plates inoculated
with the sonication fluid after 24 h at 37 *C.
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Figure 4. Microbiologic results after sonication and subsequent plating. Observed implant colonization rate
(bacterial growth) in the 6- and 12-week-group. In both groups, bacterial colonization rate of BC was higher
than for the underlying BCB-s.d. m. No corresponding BCB-s.d m. colonization was observed in 50% and 37,5%
of the cases in the 6- and 12-week group, respectively. The control group (B-s.d.m.} is reported as control.

As expected, due to the distinctly larger tunnel size the highest colonization rate occurred in the BC-group,
where 75% (6/8) and 100% (8/8) of samples were colonized at 6 and 12 weeks, respectively (Fig. 4). The smaller
tunnel size in the control group (B-s.d.m.) consistently reduced the colonization rate to 25% (2/8) and 37.5%
(3/8) at 6 and 12 weeks, respectively. In all three target substrates the colonization rate increased between 6- and
12-weeks, with the higher colonization rates found in the 12-week group.

Despite colonization of the external BC cover, a significant fraction of the corresponding s.d.m. were free
from bacteria. In fact, in 50% (3/6 at 6 weeks) and 37,5% (3/8 at 12 weeks) of the cases we registered no bacte-
rial colonization of the corresponding BCB-s.d.m. (Fig. 4). Bacteria colonizing the external BC wrapping were
therefore prevented from reaching the interface with the underlying s.d.m.

Conclusions

Bacterial colonization of synthetic implant interfaces represents an outstanding biomedical challenge. The com-
plex physicochemical material properties together with their intrinsic texture at the micro and nanoscale gen-
erate niches for bacterial growth, where the reach of the immune system is limited, and chronic infection can
arise. Such complications often appear in conjunction with the intrinsic inflammatory reaction triggered by the
interaction between the implant biomaterials and the surrounding tissues, leading to fibrotic tissue deposition.
The formation of a fibrotic capsule, featuring poor vascularization and dense matrix, further contributes with
the reduction of immune clearance, creating an ideal environment for bacterial growth.

BC has been recently proposed as viable protection against foreign body reaction, facilitating the fast regen-
eration of soft tissue in the surgical pocket of pacemakers' or during the healing of skin wounds'”. This natural
hydrogel is well tolerated by the body for its mechanical and chemical properties, and has a typical nanofibrous
composition, which naturally enforces a barrier to the penetration of inflammatory cells™.

The exclusion size of BC membranes is compatible with its function as a barrier against smaller cells (Fig. 3).
‘While the intrinsic porosity allows for percolation, and thus diffusion of soluble molecules, it completely blocks
the diffusion of microscale beads (Fig. 3B) and, more importantly, of bacteria (Fig. 3C). In vitro experiments
clearly showed that bacteria cannot penetrate BC membranes. This effect is obtained by the typical pore diameter
provided by the material which is well below the hindrance of bacteria. In fact, only when the integrity of the
membranes is artificially compromised, by punching a microscopic hole in the BC layer, the underlying agar
culture is colonized (Fig. 3C).

When such configuration is applied to L-VAD drivelines and implanted percutaneously in test animals, it
reproduces its barrier function. Here, the external surface of the BC membranes is frequently colonized (Fig. 4).
This is to be expected, in light of the site contamination prior to implantation and the relatively large diameter
of the exit sites. The relevant result, which agrees with the in vitro permeation tests, is that in several cases the
underlying surface of the s.d.m remains free from pathogens. We ascribe this effect to the exclusive effect of the
BC porous structure, which restricts the contamination to its external surface.

It is indeed preferrable to limit bacterial contamination on the external surface of the BC membrane, rather
than on other non-porous implant materials such as metals or silicones. Here, antimicrobial treatments are
significantly more effective in eradicating bacterial colonization before a biofilm is produced™. This is again to
be referred to the intrinsic porosity of the BC membranes, offering a percolating system, which allows the free
movement of small soluble molecules (Fig. 3) but restricting the passage of larger biological moieties, such as
human cells"* or bacteria (Fig. 3).

This observation, if confirmed, would open a way to avoid bacterial colonization of VAD drivelines and other
exposed implant interfaces, limiting bacterial colonization to the protective BC membranes. BC can be generated
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in conformable layers that wrap and protect target implants, therefore forming an intervening level between the
implant external interface and the surrounding tissue (Fig. 2). In light of the reduced fibrotic response against
this material and the higher efficacy of antibiotic treatments against biofilm formation', the presentation of
bacteria and their clearance could be more efficient thus reducing or eliminating niches for bacterial growth.

This shall be regarded in the frame of an all-round implant protection, whereby the BC establishes an
antifibrotic layer with the function of minimizing the foreign body reaction and promoting a prompt tissue
regeneration". In this scenario, potential contaminations may be managed better than in the case of a con-
comitant inflammatory process triggered by less compatible implant materials, such as the silicone polymers
comprising the drivelines'.

Limitations
For a proper interpretation of the results, some limitations of the study must be considered.

The differentiation of bacterial taxonomy among colonized specimens was not the aim of this study. However,
it would be interesting to examine the correlations between bacterial species present at the implant site and those
found on colonized implants. This correlation appears to be especially relevant considering that, despite skin
disinfection with povidone-iodine solution, the majority of implant sites in our study were contaminated prior
to implantation. Based on the observations reported in our work and other clinical studies which describe higher
wound infection rates using povidone-iodine solution for surgical antisepsis, as compared to a chlorhexidine
solution, a chlorhexidine-based skin disinfectant should be considered as antiseptic of choice in future studies®.

In addition, the cross section of percutaneous skin tunnels generated for the two conditions tested in this
work (with and without BC coating) are different due to the increased diameter of the coated driveline mantles.
Such increase may influence driveline infection rates™, therefore the study setup is not suitable for the evaluation
of absolute colonization rates. The reduction of the exit site diameter shall represent a key factor to potentially
reduce ensuing infection rates and facilitate the process of tissue regeneration. In this work, our focus was to
demonstrate that BC established an impermeable layer which restricts contamination to the external surface of
the implant, in contact with surrounding tissues.

Finally, the sites at which bacterial colonization originates in the coated driveline mantles are not known
and the possibility that bacteria are present on the silicone surface before implantation cannot be excluded. This
reduces the interpretation of the results to the conditions in which infections are detected on the external BC
coating but not on the underlying driveline mantle.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are not publicly available due to technical
or time limitations but are available from the corresponding author on reasonable request.
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