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1 Einleitung 

Bakterielle Infektionen stellten in allen Epochen besondere Herausforderungen an die Medizin. 

Die Entwicklung antibakterieller Substanzen erzielte zwar einen erheblichen Fortschritt für 

die Therapie von Patienten, doch ist auch ihr Einsatz durch die Eigenschaften der Bakterien 

begrenzt. Die heute gängige These, dass ausschließlich der auf Bakterien ausgeübte Selek-

tionsdruck durch Desinfektionsmittel in Kliniken oder der vermehrte Einsatz von Antibiotika in 

der Tiermast zu resistenten Bakterien führen, wurde allerdings widerlegt. So zeigten 30.000 

Jahre alte Bakterien, isoliert aus Sedimenten, bereits Resistenzgene gegen Antibiotika 

(D'Costa et al. 2011). Bakterien haben also schon vor Urzeiten Mechanismen entwickelt, 

die sie vor antibakteriell wirkenden Stoffen schützen. Einzelne, planktonische Bakterien 

können Resistenzen durch eine genetische Varianz entwickeln, während bakterielle Gemein-

schaften durch die Ausbildung eines Biofilms ihr Überleben in einem feindlichen Milieu 

sichern können. A. T. Henrici beschrieb 1933 diese Lebensweise bereits: „It is quite evident 

that for the most part the water bacteria are not free floating organisms but grow upon sub-

merged surfaces“ (Henrici 1933). Biofilme sind also Ansammlungen von Mikroorganismen auf 

einer Grenzfläche unter Ausbildung einer selbst produzierten, extrazellulären, polymeren 

Matrix (EPM; Costerton 1999). Forschungen zeigten, dass Bakterien im Biofilm in der Lage 

sind, miteinander zu kommunizieren und sich an Lebensbedingungen anzupassen. 

Natürlicherweise kommen Biofilme in Gewässern, auf Pflanzen und auf Steinen vor und bilden 

sich daher auch auf Schiffsrümpfen und in Industrieanlagen. Zusätzlich zu hohen Kosten, die 

durch die Beseitigung von Biofilmen entstehen, können diese für den Menschen auch zu 

gesundheitlichen Problemen führen. Im medizinischen Bereich stehen sie im Zusammenhang 

mit chronischen Wundheilungsstörungen und Infektionen nach dem Einsetzen medizinischer 

Implantate. Die Schwierigkeit liegt in der Bekämpfung der biofilmbildenden Bakterien, da sie 

insbesondere durch das Ausbilden einer Matrix einen Schutz gegen Umwelteinflüsse genießen. 

Über das Auftreten von Biofilmen in entzündeten Wunden bei Tieren ist bisher wenig 
bekannt. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Inzidenz von Biofilmen auf Naht- und Tupfer-
material in Wunden von Hunden, Katzen und Pferden zu untersuchen und anschließend die 
detektierten Biofilme auf ihre bakterielle Zusammensetzung hin zu analysieren. Hierzu wurde 
ein histopathologisches Nachweisverfahren mit einer neuartigen Sequenzierungsmethode 
kombiniert. Wichtige Ergebnisse diese Studie waren (1.) der Nachweis von Biofilmen bei 
Wundinfektionen mit Nahtmaterial bei Tieren, (2.) die Beobachtung, dass die Inzidenz von 
Biofilmen bei Tieren geringer sein könnte als für den Menschen beschrieben und (3.) die 
Unterschiede und Gemeinsamkeiten bezüglich der Zusammenstzung der untersuchten Biofilme 
im Vergleich zu früheren Studien. 
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1.1 Biofilme - eine Strategie der bakteriellen Gemeinschaft 

Biofilme sind Ansammlungen von Mikroorganismen auf Grenzflächen unter Ausbildung einer 
extrazellulären, polymeren Matrix (Costerton et al. 1999). Diese Lebensform bietet Bakterien 
die Möglichkeit, Zustände ihrer Umwelt auszugleichen, in denen sie als Individuen nicht 
existieren könnten. Wann Bakterien einen Biofilm ausbilden, ist von der Art der Bakterien 
und den Umweltbedingungen abhängig (Novick 2003). Einige Bakterien wie Pseudomonas 
aeruginosa und Pseudomonas fluorescens scheinen die Lebensform des Biofilms unter 
jeglichen Bedingungen zu bevorzugen (O'Toole et al. 1998a), andere werden erst sesshaft, 
wenn sich ihre Lebensbedingungen zum Negativen ändern, wie z.B. durch ein vermindertes 
Nährstoffangebot, welches bei Escherichia coli O517:H7 eine Formation zum Biofilm auslöst 
(Dewanti et al. 1995). 
Diese für Bakterien außerordentlich vorteilhafte Strategie bedeutet gleichzeitig für den 
Menschen eine Auseinandersetzung mit einer Lebensweise, die nicht mit den bisherigen 
Ansätzen zur bakteriellen Elimination beseitigt werden kann. Allein in den USA sterben über 
eine halbe Million Menschen jährlich an dieser Art der Infektion und es entstehen 94 Billionen 
US-Dollar Kosten durch Infektionen, verursacht durch Bakterien im Biofilmmodus (Wolcott et 
al. 2010a). 

1.1.1 Extrazelluläre, polymere Matrix 

Die extrazelluläre, polymere Matrix (EPM) ist das entscheidende Kriterium, welches 
biofilmbildende Mikroorganismen von planktonischen, also frei beweglich lebenden Mikro-
organismen unterscheidet. Ein Biofilm setzt sich aus etwa 20-25 % überlebensfähigen 
Bakterien und etwa 75-80 % EPM zusammen. Die Matrix besteht zum größten Teil aus 
Wasser, Polysacchariden, Proteinen, Desoxyribonukleinsäuren (DNA) und Ribonukleinsäuren 
(RNA). Zusätzlich können Lipide, Phospholipide und weitere Zellkomponenten enthalten 
sein (Costerton et al. 1995; Hall-Stoodley et al. 2004; Sutherland 2001). 
Die Struktur der Matrix ist abhängig von der Art der auftretenden Bakterien, den verfügbaren 
Nährstoffen und den aktuellen Umweltbedingungen (Sutherland 2001). Sie hat einen Einfluss 
auf das Wasserbindungsvermögen, die mechanische Stabilität, die Sorptionsfähigkeit, also 
das Vermögen zur Anreicherung von Stoffen, sowie auf die Diffusionseigenschaften des 
Biofilms (Flemming 1995; Mayer et al. 1999). Die Matrix bietet den Bakterien Schutz vor 
Umwelteinflüssen wie Austrocknung, Hitze und Strahlung und auch vor chemischen und 
biologischen Gefahren durch Antibiotika, Biozide und Desinfektionsmittel. Innerhalb eines 
Fremdorganismus bietet sie einen umfassenden Schutz vor der wirtseigenen Immunabwehr 
(Domenech et al. 2013). 
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1.1.2 Entwicklung, Struktur und Ablösung von Biofilmen 

Die Entwicklung eines Biofilms erfolgt in verschiedenen, aufeinanderfolgenden Schritten. 

Sie ist abhängig von der Art der Mikroorganismen und den vorliegenden Umweltbedingungen 

wie der Temperatur, der Oberflächenbeschaffenheit und der Menge an vorhandenem 

Wasser. Die Bakterien reagieren außerdem auf Stressoren wie Zelldichte und Nährstoff-

qualität, Änderungen des pH-Wertes oder der Osmolarität (Fraunhofer IGB, 2014; Novick 

2003). Auch korreliert die Inzidenz von Biofilmen mit Eigenschaften wie Rauheit und der 

freien Energie der Oberflächen (Hall-Stoodley et al. 2004; Teughels et al. 2006). 

Die reversible, nicht spezifische Anheftung von Bakterien an einer Grenzfläche wird durch 

die Kontaktaufnahme mittels Flagellenbewegung, Van-der-Waals-Kräften, hydrophoben 

Wechselwirkungen und elektrostatischen Kräften eingeleitet. Schon nach wenigen Minuten 

wird die Expression spezifischer Adhäsionsgene induziert, die die Synthese von extrazellulären 

Proteinen stimulieren. Mit diesem Schritt ist die Anheftung irreversibel und der Biofilm beginnt 

zu reifen (Costerton 1999; Golovlev 2002; O'Toole et al. 1998b; Thewes et al. 2014). Zur 

Maturation gehören die Ausbildung einer Matrix, der biofilmtypischen Architektur sowie die 

Zell-Zell-Interaktion. 

Die Zell-Zell-Interaktion erfolgt mittels Kommunikation zwischen den Bakterienzellen durch 

das Quorum-Sensing-System, einem auf Signalmolekülen, sogenannten Autoinducern, 

basierenden Mechanismus. Diese Signalmoleküle werden von den Bakterien gebildet und 

ermöglichen die Synchronisation der Bakterien bei der Synthese von Polysacchariden, zur 

Erfassung der Bakteriendichte sowie dem kollektiven Start zur Produktion von Virulenzfaktoren 

und damit dem Beginn der Resistenzausbildung (Holm et al. 2014). Gramnegative Bakterien 

gebrauchen das LuxI/LuxR-Typ System, welches mit Acyl-Homoserin-Lacton (AHL) als 

Signalmolekül arbeitet. Grampositive Bakterien benutzen ein Oligopeptide-two-component-

Typ Quorum-Sensing, für das kleine Proteine als Signalmoleküle dienen. Ein LuxS-encoded 

Autoinducer-2-System kommt in grampositiven sowie gramnegativen Bakterien vor (Li et 

al. 2012; Waters et al. 2005). Der Vergleich zwischen planktonisch lebenden Bakterien und 

ihrem Biofilmmodus zeigt für Pseudomonas aeruginosa, dass lediglich 1 % der Gene unter-

schiedlich zum planktonischen Stadium exprimiert waren. Im Biofilmmodus zeigten sich 

0,5 % mehr und 0,5 % weniger exprimierte Gene (Whiteley et al. 2001). Im Jahre 1999 

beschrieben Costerton et al. noch einen Unterschied von 30-40 % bei der Ausbildung von 

Proteinen zwischen planktonischen Bakterien und dem Biofilmmodus (Costerton 1999). 

Die Strukturen von Biofilmen lassen sich in zwei Typen einteilen, die Mono- und die 

Multilayer. Jedes Bakterium, welches Teil eines sogenannten Monolayers, also eines 

einschichtigen Biofilms ist, haftet ausschließlich an der Oberfläche, auf der es sich befindet. 

Bakterien in Multilayern, den mehrschichtigen Biofilmen, haben zusätzlich auch Kontakt zu  
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benachbarten Bakterien. Die Architektur von Biofilmen kann ebenfalls in zwei Klassen 

eingeteilt werden. Welche der Klassen ausgebildet wird, ist abhängig von der Zusammen- 

setzung des Mediums, dem Vorkommen von Surfactant, der Motilität und dem Quorum-

Sensing (Purevdorj et al. 2002). Man unterscheidet die flachen, kompakten Strukturen von 

pilzförmigen, unregelmäßigen und weniger dichten Strukturen mit einer eher punktförmigeren 

Ausbreitung (Karatan et al. 2009). 

Die Dauer der Entwicklung eines Biofilms in vivo wurde bisher nur spärlich untersucht. 

Costerton et al. (1987) konnten Biofilme auf Implantaten in weniger als drei Tagen nach-

weisen (Costerton et al. 1987). Davis et al. (2008) konnten bereits nach 48 Stunden biofilm-

ähnliche Strukturen in experimentell infizierten Wunden von Schweinen beobachten (Davis 

et al. 2008).  Ebenfalls nach 48 Stunden konnte eine Biofilmformation in der Maulschleim-

haut von Beaglen auf eingesetztem Nahtmaterial registriert werden (Leknes et al. 2005). 

Das Ablösen von Bakterien aus Biofilmen entsteht bei Prozessen, die als Verschorfung und 

Erosion bezeichnet werden, wobei unter Erosion die Ablösung von kleinen, bei Verschorfung 

die Ablösung von großen Anteilen eines Biofilms verstanden wird (Cho et al. 2007; Stoodley 

et al. 2001). Es handelt sich bei diesen Vorgängen meist um passive Abläufe, die durch 

mechanische Prozesse oder Strömungskräfte eingeleitet werden (Cho et al. 2007). Weiteren 

Einfluss auf die Ablösung von Biofilmmaterial haben Umweltbedingungen wie das Nähr-

stoffaufkommen und der Einfluss von Antimikrobiota (Parsek et al. 2003). Schnell wachsende 

Biofilme haben eine höhere Ablösungsrate als langsam wachsende Biofilme unter gleichen 

hydrodynamischen Bedingungen (Picioreanu et al. 2001). Von einem Biofilm abgelöste, 

einzelne, also planktonische Bakterien können anschließend akute Sekundärinfektionen 

hervorrufen (Costerton et al. 1999; Ymele-Leki et al. 2007). Wenn sich ganze Teile eines 

Biofilms ablösen, bleiben die Bakterien innerhalb der Matrix und behalten weitestgehend die 

Eigenschaften, die sie auch als sessiler Teil des Biofilms an der Oberfläche innehatten 

(Wilkins et al. 2014). 

1.1.3 Diagnostik von Biofilmen 

1.1.3.1 Paradigmenwechsel bei der Erforschung von Biofilmen 

Die Diagnostik von Biofilmen kann in zwei Teile gegliedert werden: Den Nachweis von 

Biofilmen und die Identifikation der vorhandenen Bakterien in einem Biofilm. Für beide Berei-

che gibt es in der Literatur verschiedene Ansätze. Die jeweils angewendete Methode oder 

die Kombination aus verschiedenen Methoden hängt vom vorhandenen Gewebe und der 

Laborausstattung des Untersuchenden ab. Große Unterschiede weisen die Verfahren in ihrer 

Spezifität und Sensitivität auf. 

4

EINLEITUNG



EINLEITUNG 

1.1.3.2 Nachweisverfahren für Biofilme 

Als Nachweisverfahren eines Biofilms gelten Verfahren, die einen Biofilm als Ganzes, also 

mit allen Komponenten sichtbar machen können. Hierzu gehört die Darstellung von 

Bakterien auf einer Grenzfläche, die von einer Matrix umgeben sind. In der Literatur wird 

als gängige Technik die Mikroskopie verwendet. 

1.1.3.2.1 Elektronenmikroskopie 
Der Biofilmnachweis mittels Elektronenmikroskopie ist prinzipiell möglich, erfordert allerdings 

einen hohen Aufwand durch die aufwändige Vorbereitung der Proben sowie hohe Anschaf-

fungskosten für das Gerät. Das Verfahren ist daher für die Detektion von Biofilmen in der 

Routinediagnostik nicht geeignet (Marrie et al. 1983, 1984b; Marrie et al. 1982; Nickel et al. 

1985; Nickel et al. 1986; Palestrant et al. 2004). Vorteilhaft ist die gute Visualisierbarkeit von 

Biofilmen im Gewebe (Marrie et al. 1982; Nickel et al. 1985). 

1.1.3.2.2 Konfokalmikroskopie 
Die Konfokalmikroskopie ist ein Verfahren, das den Nachweis von Biofilmen mit einer hohen 

Sensitivität und hohen Auflösung ermöglicht. Sie ist jedoch arbeitsaufwändig und mit hohen 

Kosten verbunden (Inglis et al. 1995; Universität Wien, 2014; Zhuo et al. 2014). 

1.1.3.2.3 Lichtmikroskopie 
Durch die Anwendung einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) und einer Gramfärbung ist es 

möglich, schon mittels eines Lichtmikroskops Biofilme zu diagnostizieren (Davis et al. 2008). 

Es handelt sich bei den Färbungen um Standardfärbeverfahren, die in jedem Histologielabor 

verfügbar sind. Die Färbungen sind auf formalinfixiertem und paraffineingebettetem (FFPE) 

Gewebe anwendbar und vergleichsweise kostengünstig. 

Die hohe Sensitivität der HE-Färbung wurde bei der Detektion von Biofilmen mittels 

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bestätigt (Hochstim et al. 2010). 

1.1.4 Methoden zur Identifizierung von Bakterien aus Biofilmen 

Die Identifikation dient dem Nachweis von Bakterien eines Biofilms. Auch hier gibt es 

verschiedene Ansätze. Diese reichen von der klassischen Anzucht bis zu neusten molekular-

genetischen Verfahren. 
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1.1.4.1 Bakterielle Anzucht in der Kultur 

Die Anzucht von Bakterien aus einem Biofilm in einer Kultur ist aufgrund zweier Punkte 

kritisch zu beurteilen: 

Der „Viable but not culturable“- Zustand der Bakterien: 

Die Bakterien nehmen diesen „lebendigen, aber nicht kultivierbaren“ Zustand durch eine 

geringere Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen in den unteren Schichten im Biofilm ein. 

Konsequenz dieser Mangelversorgung ist eine geringere metabolische Aktivität der 

Bakterien, die sich auch auf ihre Vermehrungsrate auswirkt. Dies kann dazu führen, dass 

anwesende, lebende Bakterien in der Kultur nicht anzüchtbar sind. Ein falsch-negatives 

Ergebnis ist die Folge (Anderl et al. 2003; Fux et al. 2005). Außerdem ist es möglich, dass 

sich Bakterien unter Laborbedingungen anders entwickeln, als es unter in vivo-Bedingungen 

der Fall wäre (Siggins et al. 2012). 

Unvollständiger Nachweis: 

Eine meist aus Tupferproben entwickelte Anzucht kann ein unvollständiges Bild des 

Bakterienspektrums erzeugen, da die Proben häufig nur aus einem Bereich und nur sehr 

oberflächlich genommen werden. Dies führt zu Unterschieden in den Ergebnissen aus 

molekularen Verfahren und Kultur-Anzuchten (Fazli et al. 2009). Schwierig mittels Kultur ist 

auch der Nachweis komplexer, bakterieller Zusammensetzungen. Dies liegt besonders an 

unterschiedlichen Konzentrationen einzelner Spezies sowie ihrer Konkurrenz zueinander 

(Martin et al. 2009). Ein Vergleich zwischen molekularen Techniken und traditioneller Kultur 

zeigte auch, dass mittels Kultur nur ca. 1 % der Bakterien aus chronischen Wunden 

nachweisbar waren (Martin et al. 2009). 

Ein Vorteil einer kulturellen Anzucht ist der ausschließliche Nachweis lebender Mikro- 

organismen (Martin et al. 2009). 

1.1.4.2 Polymerase-Kettenreaktion 

Das Problem eines Nachweises mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zeigt sich darin, 

dass die für den Biofilmmodus aktivierten Gene bei verschieden Bakterienspezies und 

Bakterienstämmen unterschiedlich sind und darum vor dem Identifizierungsverfahren 

bekannt sein müssen. Dies macht eine Identifizierung von Bakterien, insbesondere bei 

Biofilmen, an denen mehrere verschiedene Spezies beteiligt sind, schwierig. Außerdem 
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können die nachgewiesenen Gene ebenfalls in planktonisch lebenden Bakterien ausgeprägt 

sein. Mittels PCR ist darum lediglich das Vorkommen der Bakterien in der Probe, nicht aber 

ihr Vorliegen im Biofilmmodus nachweisbar (Fux et al. 2005; Nyvad et al. 2013; Trevors 2011). 

Vorteil der PCR ist ein hohes Maß an Spezifität und Sensitivität. 

1.1.4.3 Next Generation Genome Sequencing 

Neueste Publikationen weisen darauf hin, dass der Einsatz neuer Technologien wie 

beispielsweise das Next Generation Genome Sequencing (NGGS) sinnvoll bei der Identi-

fizierung von Bakterien aus Biofilmen ist (Do et al. 2013). Allerdings ist das Verfahren sehr 

kostspielig und nur wenige Labore verfügen über die nötige Ausstattung. Das Verfahren 

eignet sich daher nicht für die Routinediagnostik. Für die Auswertung der Daten ist außerdem 

viel Erfahrung nötig. Vorteile dieser Methode sind zum einen die nur geringen Mengen an 

benötigtem Material, was insbesondere für retrospektive Studien erfreulich ist. Zum anderen 

werden alle DNA-Fragmente gleichwertig berücksichtigt. Es besteht nicht die Gefahr, dass 

wie bei einer Anzucht Bakterien aufgrund des Nährmediums bessere Wachstums- 

bedingungen vorfinden als andere Bakterien und damit fälschlicherweise als dominierende 

Spezies interpretiert werden. Außerdem muss kein gesondertes Verfahren zur Erfassung an-

aerober Bakterien oder Bakterien aus tiefliegenden Schichten des Biofilms durchgeführt wer-

den. Auch ist die Zahl der identifizierbaren Familien nicht beschränkt, wie es bei der Anzucht 

in einer Kultur der Fall ist. 

1.2 Biofilme als Krankheitsauslöser 

Mehr als 80 % aller Infektionen in der Humanmedizin sind biofilmassoziiert (Romero et al. 

2008). Parsek und Singh entwickelten Kriterien, die den Startpunkt einer biofilmassoziierten 

Infektion beschreiben. Dieser Definition nach müssen die Infektionen folgende Punkte 

erfüllen (Parsek et al. 2003): 

a) Die infektionsauslösenden Bakterien sind einer Oberfläche oder einem Substrat

anhaftend.

b) In dem infizierten Gewebe können Bakterien in Verbänden oder Mikrokolonien,

umgeben von einer extrazellulären Matrix, nachgewiesen werden.

c) Die Infektion ist auf eine Lokalisation beschränkt.

d) Die Infektion ist trotz Antibiotikaeinsatz schwer bis gar nicht zu beseitigen.
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1.2.1 Biofilme an Grenzflächen 

Als Grenzfläche kommen für die Entwicklung eines  Biofilms natürliche sowie künstliche 

Oberflächen in Frage. Als natürliche Flächen dienen Übergänge von einer Gewebeart zur 

anderen. Die Bildung eines Biofilms kann daher für die Entstehung einer Infektion vollständig 

oder teilweise verantwortlich sein. Künstliche Grenzflächen sind Oberflächen von körper- 

fremden Materialien, die zum kurzzeitigen oder dauerhaften Verbleib im Menschen oder im 

Tier vorgesehen sind. In der Humanmedizin wurden Biofilme z.B. an folgenden natürlichen 

Grenzflächen direkt oder indirekt nachgewiesen: 

− Ohrschleimhaut bei Otitis media (Thornton et al. 2011) 
− Tracheobronchialschleimhaut bei Mukoviszidose (Davey et al. 2000; Govan et al. 

1996) 
− Mesothel bei Peritonitis (Lamont et al. 1998), 
− Kardiales Endothel bei Endokarditiden (Freedman 1987) 
− Urothel bei infektiösen Nierensteinen (Nickel et al. 1986) 
− Spongiosa bei Osteomyelitis (Gristina et al. 1985b) 
− Nasenschleimhaut bei Rhinosinusitis (Foreman et al. 2010). 

Weiterhin wurden Biofilme z.B. an den folgenden synthetischen Grenzflächen direkt oder 
indirekt nachgewiesen: 

− Nahtmaterial (Gristina et al. 1985c; Leknes et al. 2005) 
− Herzschrittmacher (Marrie et al. 1984a; Marrie et al. 1982) 
− Katheter (Jacques et al. 1987; Nickel et al. 1989; Nickel et al. 1985) 
− orthopädische Prothesen (Gristina et al. 1985a; Trampuz et al. 2007; Ward et al. 

1992) 
− orthopädische Stahlimplantate (Gristina et al. 1985a) 
− Cochlea-Implantate (Ruellan et al. 2010). 

In der Tiermedizin konnten an folgenden natürlichen Grenzflächen bereits Biofilme direkt 
oder indirekt nachgewiesen werden: 

− Digitale Dermatitiden von Milchkühen (Schlafer et al. 2008) 
− Mastitiden von Kühen (Fernandes et al. 2011) 
− Osteomyelitis bei Pferden (Goodrich 2006), 
− Otitiden von Hunden (Pye et al. 2013) 
− Tracheobronchialschleimhaut von Schweinen (Kaplan et al. 2005) 
− Periodontitiden von Hunden (Senhorinho et al. 2011) 
− Wundoberflächen von Pferden (Westgate et al. 2011) 
− Wundoberflächen von Hunden (Swanson et al. 2014) 
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An der folgenden synthetischen Grenzfläche konnte in der Veterinärmedizin bereits ein 
Biofilm nachgewiesen werden: 

− Blasenkatheter von Hunden (Segev et al. 2013) 

1.2.2 Studiengegenstand: Nahtmaterial 

Nahtmaterial dient Bakterien in Geweben als eine Grenzfläche zur Ausbildung eines 
Biofilms. Die Art des verwendeten Nahtmaterials sowie die Zeit, in der die Bakterien in Kontakt 
mit dem Nahtmaterial stehen, sind entscheidend für die Menge der Bakterien, die am 
Nahtmaterial haften. Dies zeigten Studien mit radioaktiv markierten Bakterien (Chu et al. 
1984). So haften z.B. Bakterien bis zu hundertfach besser an Catgut, also natürlichem 
Faden, als an Nylon, einem synthetischen Produkt (Sugarman et al. 1981). Eine nur geringe 
Anziehung von Bakterien zu Nylon bestätigte auch Katz et al. (1981), die zeigten, dass Bak-
terien zu geflochtenem Nahtmaterial eine fünf- bis zehnmal höhere Anziehung haben als zu 
Nylonfäden. In dieser Studie konnte auch eine Korrelation zwischen dem Grad der Entzün-
dung und der Art des verwendeten Fadens beobachtet werden. So zeigte sich, dass die 
Schwere der Infektion durch das eingebrachte, bakterienbesiedelte Nahtmaterial stieg, je 
höher die Affinität der Bakterien zum Nahtmaterial war (Katz et al. 1981). Auch Leknes und 
Kollegen wiesen 2005 nach, dass die Gewebereaktion umso stärker ist, wenn das Nahtma-
terial aus geflochtener Seide, also einem polyfilen Faden, anstatt aus Polytetrafluoroethylen, 
einem monofilen Faden, besteht. Wichtig ist dabei, dass es nicht nur mobilen, sondern auch 
immobilen Bakterien möglich ist, sich im Zwischenraum von polyfilen Fäden anzulagern. Die 
Ausbreitung der Bakterien in den Faden hinein ist vor allem abhängig von der Größe der Ka-
pillarkräfte des Materials (Blomstedt et al. 1977). Auch wenn Studien zeigen, dass polyfiler 
Faden von Bakterien bevorzugt besiedelt wird, so kommen Biofilme auch auf monofilem 
Faden vor (Kathju et al. 2010). 

1.2.3 Die Therapieresistenz von Bakterien in Biofilmen 

Das Verhalten von Mikroorganismen, die sich im biofilmbildenden Modus befinden, unter-
scheidet sich signifikant von dem ihrer planktonischen Lebensweise unter gleichen Umwelt-
bedingungen. Bakterien in einem Biofilm sind resistent gegen Antibiotika, Phagozytose, 
Surfactant, Antikörper, Bakteriozide und Bakteriophagen (Costerton et al. 1987; Costerton et 
al. 1981). 
Eine Antibiotikatherapie kann also die Symptome beseitigen, die durch die planktonisch 
lebenden Bakterien verursacht werden, nicht jedoch aber einen Biofilm eliminieren (Francolini 
et al. 2010).  Im Gegensatz zu planktonisch lebenden Bakterien oder jungen Biofilmen, wird 
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bei Biofilmen, die älter als zehn Tage alt sind, 80 % der Masse nicht durch die gleiche anti-
biotische Therapie ausgelöscht, oder sie erholen sich nach der Therapie (Anwar et al. 1992). 
Ein Vergleich zwischen Staphylococcus aureus in Biofilmen und in einem planktonischen 
Wachstumsmodus zeigte eine bis zu hundertmal höhere Resistenz der Bakterien im Biofilm 
gegenüber Antibiotika (Anwar et al. 1992). 
Die EPM spielt eine wichtige Rolle in Bezug auf die Resistenz von Biofilmen. Das Ausmaß 
des Schutzes der Matrix ist abhängig von dem eingesetzten Antibiotikum, der Bindungs-
kapazität der Matrix, der eingesetzten therapeutischen Menge und der Wachstumsrate der 
Mikrokolonien relativ zur Diffusionsrate (Hoyle et al. 1992). 
Die Matrix hat einen schützenden Effekt durch eine Limitierung der Penetration von Mole-
külen durch die Matrix. Ein Stoff, dessen Wirkung durch eine langsame Diffusion durch die 
Matrix verzögert eintritt, wirkt nur mit reduzierter Dosis. Dementsprechend ist ein Gefälle 
von penetrierenden Antibiotika von der freien Seite des Biofilms zu seiner an eine Ober-
fläche gebundenen Seite zu registrieren (Fux et al. 2005). Hinzu kommt, dass die negativ 
geladene Exopolysaccharid-Matrix in der Lage ist, positiv geladene Aminoglycosid-Antikörper 
zu binden und einen Eintritt in die Matrix zu verhindern (Lewis 2001). 
In in vitro-Versuchen konnte gezeigt werden, dass Mutanten, denen die Glykokalix fehlt, 
schneller und mit einer geringeren Mukusqualität wachsen als Wildtypen (Costerton et al. 
1981). Nachweislich können sich nicht-Polysaccharid-produzierende Mutanten zwar mit einer 
vergleichbaren Menge Bakterien an eine Oberflächen anheften, allerdings sind diese nicht in 
der Lage, Mikrokolonien oder Biofilme zu formen, wie es der Wildtyp tut (Allison et al. 1987). Ein 
weiterer Vorteil der Biofilmstruktur für die Bakterien ist eine gesenkte Wachstumsrate der 
Bakterien innerhalb eines Biofilms, da schnell wachsende Bakterien anfälliger sind für Anti- 
biotika als langsam wachsende Bakterien (Lewis 2001). 

1.2.4 Biofilminfektion - bakterieller Schutz und verminderte Immunabwehr 

Typisch für biofilmassoziierte Infektionen ist, dass sich akute Phasen mit Phasen eines 

physiologischen Zustandes abwechseln. Oft sprechen Patienten auf eine Antibiotikagabe 

im Anfangsstadium positiv an. Darauf folgt jedoch meist ein Rückschlag, denn die bakterielle 

Biofilmzusammensetzung besteht häufig aus Haut- und Darmkeimen, die nur schwer aus dem 

Gewebe um das Fremdmaterial oder von dem Fremdmaterial selbst zu entfernen sind 

(Costerton et al. 1987). Das Auftreten dieser Symptome resultiert aus den Eigenschaften des 

eingesetzten Fremdmaterials und der wirtseigenen Immunabwehr. Durch das Einbringen von 

Fremdmaterial entsteht ein locus minoris resistentiae, also verwundetes, schlecht vaskulari-

siertes Gewebe. An diesem können sich sowohl bei einem Eingriff eingebrachte als auch 

planktonisch im Körper bereits vorhandene Bakterien vereinfacht niederlassen (Trebše 2012). 
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Im Falle einer Infektion reduziert dieser Gewebsdefekt außerdem die Möglichkeiten der 

körpereigenen Abwehr auf die Entzündung zu reagieren und bietet stattdessen eine ideale 

Anheftungsfläche für Bakterien (Mulcahy 2010; Wolcott et al. 2008). 

Jensen et al. (1993) zeigten, dass das Komplementsystem und als Folge davon auch die 

Induktion der Phagozytose im Vergleich zu planktonischen Bakterien reduziert ist, wenn sich 

Bakterien in einem Biofilm befinden (Jensen et al. 1993). 

Ist das Komplementsystem und damit die Phagozytose aber aktiviert, werden im Zuge der 
nicht gelingenden Elimination der Bakterien immer mehr Entzündungsmediatoren abge- 
geben und schädigen so das Gewebe um den Biofilm, allerdings ohne diesen zu zerstören 
(Clutterbuck et al. 2007). Bereits im Jahr 2002 konnte nachgewiesen werden, dass Leukozy-
ten zwar einen Staphylococcus-aureus-Biofilm penetrieren können, aber nicht die Bakterien 
darin angreifen können (Leid et al. 2002). Außerdem konnte z.B. für Staphylococcus aureus 
bei 65 % der untersuchten Stämme eine Bindungsfähigkeit an Fibrinogen, Fibronectin, 
Laminin und Kollagen, also Proteinen, die an der Wundheilung beteiligt sind, nachgewiesen 
werden (Elgalai et al. 2003). 

1.2.5 Prophylaxe der Biofilm-Entwicklung und Therapie von Biofilm-Infektionen 

Faktoren, die bei einem chirurgischen Eingriff auf eine Besiedelung von Fremdmaterial 

Einfluss haben, sind das Maß an Sterilität, der prä- und postoperative Antibiotikaeinsatz, 

die Oberflächenbeschaffenheit des Materials und sein Energielevel. Biofilmassoziierten Infek-

tionen versucht man auf zwei Wegen entgegenzuwirken: Zum einen prophylaktisch, durch 

eine Verhinderung der Anhaftung von Bakterien an Fremdmaterial und damit der Ver- 

hinderung des initialen Prozesses bei der Biofilmentwicklung.  Zum anderen ist dies thera-
peutisch durch die Eliminierung von Bakterien in bereits gebildeten Biofilmen möglich. 

Ein prophylaktischer Ansatz, um die Besiedelung von Fremdoberflächen mit  Biofilmbildnern 

zu verhindern, ist die Vorabbesiedelung von Oberflächen medizinischer Geräte mit eukaryo-

tischen Zellen (Gristina 1987). Wenn Gewebezellen Erstbesiedler eines Implantates sind, 

müssen sich nachfolgende Bakterien mit lebenden Zellen auseinandersetzen. Dies 

erschwert die Besiedelung für die Bakterien. Sind jedoch Bakterien zuerst zur Stelle, können 

Gewebezellen diese Besiedlung kaum noch verdrängen (Gristina 1987). Ein weiteres 

prophylaktisches Verfahren ist das Anbringen einer Beschichtung auf Fremdmaterialien, die 

das Anheften von Bakterien verhindert. So konnte gezeigt werden, dass beispielsweise eine 

glycokalixähnliche, antiadhäsive Oberfläche auf Kathetern einer Besiedelung mit 

Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa vorbeugte (Chauhan et al. 2014). Eine 

mögliche Prophylaxe ist auch das Aufbringen eines antibakteriellen Coatings. Auf diese Weise 

konnte in einer in vitro-Studie die Bildung von Biofilmen auf Brustimplantaten erfolgreich 

verhindert werden (van Heerden et al. 2009). 
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Um Biofilme nach ihrer Entstehung zu beseitigen, wurden verschiedene therapeutische 
Verfahren entwickelt.  Durch den Einsatz verschiedener Antibiotikakombinationen konnte in 

in vivo- und in in vitro-Versuchen die vollständige, langanhalte Eliminierung von Biofilmen 

erreicht werden (Lebeaux et al. 2014). Es handelte sich jedoch um experimentell induzierte 

in vivo-Biofilme mit bekannter bakterieller Zusammensetzung aus einer oder nur wenigen 

Bakterienspezies. So konnte z.B. eine Staphylococcus aureus und Escherichia coli-indu-

zierte, katheterassoziierte  Biofilminfektion mit Gentamicin ergänzt durch L-Arginin bei lokaler 

Anwendung in Ratten ausgelöscht werden (Lebeaux et al. 2014). 

Der Einsatz von Silber-Nanopartikeln ist ebenfalls ein vielversprechender Ansatz zur 

Eliminierung von Biofilmen, wie in vitro-Untersuchungen an Pseudomonas aeruginosa und 

Staphylococcus epidermidis zeigten (Kalishwaralal et al. 2010; Markowska et al. 2013). 

Als weitere Therapie ist der Einsatz von lytischen Bakteriophagen möglich. Diese bewirkten 

eine deutliche Reduktion der in vitro produzierten Biofilme (Carson et al. 2010). Zu diesem 

Verfahren liegen bisher noch keine in vivo-Daten vor. 

Um den Bakterien die Möglichkeit zu nehmen, sich zu einem folgenschweren Biofilm zu 

entwickeln, wird als Angriffspunkt das Quorum-Sensing-Systems genutzt. An verschiedenen 

Punkten kann in die bakterielle Kommunikation eingegriffen werden. So sind die Ver- 

hinderung der Synthese von Signalmolekülen, die Hemmung der Interaktion zwischen Signal-

molekül und Rezeptor sowie der Abbau von Signalmolekülen mögliche Angriffspunkte (Tay 

et al. 2013). Nachteil dieser Methode ist der Verbleib der Bakterien innerhalb der Läsion, 

da lediglich die Ausbildung eines Biofilmes unterdrückt werden kann, jedoch keine Abtötung 

der Bakterien erfolgt. Nachteilig ist ebenfalls, dass die Quorum-Sensing-Moleküle spezifisch 

für jede Spezies sind. Für Biofilme unbekannter Zusammensetzung in vivo ist der Einsatz 

der Methode daher ungeeignet (Tay et al. 2013). Vorteilhaft ist, dass durch das Überleben 

der Bakterien und den so ausbleibenden Selektionsdruck die Ausbildung von Resistenzen 

geringer als bei einem Antibiotikaeinsatz sein kann (Rasko et al. 2010; Tay et al. 2013). 

Die Durchführung eines Debridements, also einer Wundsäuberung mit Entfernung von 

nekrotischem und infiziertem Gewebe, wird als wirksames Verfahren beschrieben, um die 

Bakterien aus der Läsion zu eliminieren (Leknes et al. 2005). Die Erfolge des Verfahrens 

können darin begründet sein, dass 99 % der Bakterien im Schorf chronischer Wunden ange-

siedelt sind (Bisno 1984; Zhao et al. 2010). Allerdings sind meist eine wiederholte 

Anwendung, die Kombination mit einer systemischer Antibiose nach der Identifizierung der 

Erreger und die lokale Anwendung von Bakterioziden nötig, um den gewünschten Erfolg zu 

erzielen (Wolcott et al. 2009). Je früher mit dem Debridement begonnen wird, desto besser 

werden die Heilungschancen prognostiziert (Wolcott et al. 2010b). 

Eine antiseptische Wundbehandlung mit anschließendem Einsetzen einer neuen Prothese 

erzielte in 85 % der Fälle bei Penisprothesen-Infektionen eine erfolgreiche Elimination der 
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Infektion. Bei infizierten Gelenksprothesen tritt durch eine ein- oder zwei-phasige Therapie in 

ca. 80 % der Fälle eine Heilung ein (Aboltins et al. 2014; Mulcahy 2010; Tsukayama et al. 

1996). Hierbei wird entweder ein neues Gelenk direkt nach der Entfernung des alten mit Hilfe 

eines mit Antibiotika versetzten Knochenzements wieder eingesetzt, oder es wird an den 

Ausbau des Gelenkes erst eine circa sechswöchige Antibiotikatherapie angeschlossen, 

bevor ein neues Gelenk eingesetzt wird (Aboltins et al. 2014). Eine hohe Variabilität der Ergeb-

nisse sind mit dem DAR-(Antibiotics, Debridement and Retention)-Konzept beobachtet 

worden. Das Ziel dieser Therapie ist das Verbleiben des Implantats im Körper und die 

Eliminierung der Bakterien durch ein Debridement und eine Antibiotikagabe (Aboltins et al. 

2014). 

1.3 Ziele der Doktorarbeit 

In der Literatur ist ein Zusammenhang zwischen chronischen Wundinfektionen und im 
Biofilm lebenden Bakterien beschrieben, der besonders häufig bei postoperativen Wund- 
infektionen im Anschluss an ein Einsetzen von medizinischem Material beobachtet wurde. 
An entnommenem, infiziertem Nahtmaterial von Menschen wiesen 100 % der 46 untersuchten 
Proben Biofilme auf (Edmiston et al. 2013). Der Nachweis von Biofilmen erfolgte mittels Kultur, 
biochemisch, histopathologisch und / oder molekulargenetisch. Bei den typischerweise 
identifizierten Bakterien handelte es sich um Staphylococcacea, Streptococcacea und 
Pneudomonadacea. Folgende Hypothesen sollten deshalb in veterinärmedizinischen Proben 
geprüft werden: 

Biofilme spielen in der Humanmedizin nachgewiesenermaßen eine große Rolle und 
verursachen jährlich Kosten in Millionenhöhe (Wolcott et al. 2010a). Da nur wenige Daten 
aus der Tiermedizin vorliegen, die eine quantitative Aussage über das Auftreten von 
Biofilmen bei Tieren zulassen, war das erste Ziel eine retrospektive Studie zur groben 
Abschätzung der Häufigkeiten von Biofilmen bei Hunden, Katzen und Pferden. 

Hypothese I: 

Biofilme kommen bei Wundinfektionen von Tieren vor. 
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Ziel I: Ermittlung der Inzidenz von Biofilmen bei Tieren 

Um eine grobe Abschätzung über das Auftreten von Biofilmen bei Tieren zu treffen, wurde 
ein Nachweisverfahren angewendet, welches alle Komponenten eines Biofilms erfasst. Eine 
Kombination aus verschiedenen pathohistologischen Färbungen stellte die einzelnen 
Bestandteile im Lichtmikroskop dar. Eine HE-Färbung wurde angewendet, um die Grenzfläche 
zwischen dem Nahtmaterial und dem Gewebe zu veranschaulichen. Mittels einer Gram- und 
einer Giemsa-Färbung konnten die Bakterien bzw. ihre DNA gezeigt werden. Eine Periodic- 
Acid-Schiff (PAS)-Reaktion wies die von den Bakterien gebildete EPM nach. 

Durch Berichte aus der Humanmedizin und den wenigen vorliegenden veterinärmedizinischen 
Artikeln ist bekannt, dass Biofilme häufig aus komplexen bakteriellen Zusammen- 
setzungen bestehen. 

Ziel II: Identifizierung der an den Biofilmen beteiligten Spezies 

Die Identifizierung von bakteriellen Spezies erfolgte bisher meist durch die Anzucht in einer 
Kultur (Westgate et al. 2011). Da diese Methode durch die neuesten Publikationen jedoch 
als unzureichend eingeschätzt wird, wurden die an den Biofilmen beteiligten Bakterien- 
spezies mittels Next Generation Genome Sequencing (NGGS) bestimmt. 

Hypothese II: 

An der Bildung von Biofilmen bei Tieren sind komplexe Bakterien- 
populationen beteiligt. 

Hypothese III: 

Es gibt Übereinstimmungen und Unterschiede in der bakteriellen 
Zusammensetzung von Biofilmen in Human- und Tiermedizin. 
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Die bisher publizierten Daten zeigen eine partielle Überlappung, aber auch Unterschiede 
zwischen bakteriellen Familien und Spezies aus Isolaten von Wunden im Vergleich von Tier- 
und Humanmedizin. Bestimmte Spezies, wie Pseudomonas aeruginosa, werden dabei 
häufiger in der Human- und Tiermedizin identifiziert als andere Spezies (Westgate et al. 2011). 

Ziel III: Vergleich von NGGS-Daten aus vorangegangenen Untersuchungen der Human- und 

Tiermedizin zu biofilmassoziierten Wundinfektionen mit den Daten der vorliegenden Studie 

Die biofilmbildenden Bakterien bei Hunden, Katzen, Pferden und dem Menschen wurden 

miteinander verglichen, um Übereinstimmungen der Daten zu finden und bisher nicht als 

Biofilmbildner in Erscheinung getretene Bakterien zu identifizieren. 
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The composition of biofilms in chronic wound infections of dogs is unclear. In the present study, histologically identified 
biofilms attached to sutures in chronically infected wounds of three dogs were examined by next generation sequencing of total 
DNA extracted from formalin-fixed and paraffin-embedded tissue samples. The analysis identified an inhomogeneous bacterial 
composition in three tissues containing biofilms. Some of the identified bacterial families such as Staphylococci and Streptococci 
have been found before in biofilms associated with human and canine wounds but in this study were quantitatively in the 
minority. The majority of the reads classified as bacterial sequences had the highest identity with sequences belonging to the 
Porphyromonadaceae, Deinococcaceae, Methylococcaceae, Nocardiaceae, Alteromonadaceae, and Propionibacteriaceae and thus 
taxons of so far minor relevance in veterinary medicine. 

1. Introduction

Biofilms are accumulations of microorganisms which are 
attached to surfaces and embedded in a polymeric matrix 
in contrast to free-floating planktonic bacteria [1]. Biofilms 
receive increasing attention in human medicine due to post- 
operative surgical site infections after implantation of medical 
devices which in up to 54% of cases may contain biofilms 
[2]. In contrast to these results, we recently identified a much 
lower prevalence of biofilms on surgical suture segments in 
wounds of dogs, cats, and horses [3]. Their significance and 
factors that modulate their genesis and relevance are largely 
unknown. 

The bacterial families and genera involved in the forma- 
tion of biofilms on implanted medical devices significantly 
differ among the different studies in human and the only 
veterinary study [4]. Bacteria most commonly identified by 
culturing of biofilms on human material are Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aerugi- 
nosa [5]. However, a greater proportion of bacteria organized 
in biofilms are not cultivable by common microbiological 
culture techniques [6]. 16S rRNA sequencing has thus been 

suggested as a promising approach for the characterization of 
biofilm composition [7]. 

The present study aimed at identifying the composition of 
biofilms on suture material in chronically infected wounds of 
dogs using next generation sequencing (NGS) on formalin- 
fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue samples. Biofilms 
were identified in FFPE tissue samples submitted for routine 
diagnostic examination  as recently  described  [8]. Briefly, 
biofilms were defined by three criteria, presence of suture 
material, an attached periodic-acid-Schiffs-reaction (PAS) 
positive polymeric matrix, and gram- and Giemsa-stainable 
bacteria. 

2. Materials and Methods

Bacterial DNA was purified from FFPE tissue sections using 
a commercial kit (NucleoSpin Kit, Macherey-Nagel, Düren, 
Germany) as recently described [9, 10]. A total of 8100 ng 
of total DNA was extracted and used for NGS. Purified DNA 
was fragmented by sonication (M220 Focused- Ultrasoni-
cator; Covaris, Woburn, Massachusetts, USA) and 500 ng of 
the fragmented DNA was used as input for library 
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Table 1: Bacterial families identified by NGS in three suture
associated biofilms in dogs (total read number/family >40).

(a)

Biofilm # 1
5014 Porphyromonadaceae
4010 Fusobacteriaceae
399 Peptostreptococcaceae
325 Clostridiaceae
317 Bacteroidaceae
241 Streptococcaceae
146 Propionibacteriaceae
140 Flavobacteriaceae
95 Prevotellaceae
88 Rikenellaceae
72 Enterobacteriaceae
72 Alteromonadaceae
65 Desulfomicrobiaceae
58 Comamonadaceae
56 Spirochaetaceae
50 Bacillaceae
49 Leptotrichiaceae
46 Lachnospiraceae
43 Streptomycetaceae

(b)

Biofilm # 2
3219 Deinococcaceae
1954 Methylobacteriaceae
833 Nocardiaceae
598 Mycobacteriaceae
426 Corynebacteriaceae
375 Propionibacteriaceae
284 Pseudonocardiaceae
251 Gordoniaceae
228 Streptomycetaceae
184 Micrococcaceae
166 Streptococcaceae
151 Rhodocyclaceae
148 Sphingomonadaceae
142 Staphylococcaceae
136 Dietziaceae
127 Geodermatophilaceae
98 Micromonosporaceae
93 Xanthomonadaceae
84 Pseudomonadaceae
83 Cellulomonadaceae
79 Rhizobiaceae
75 Bradyrhizobiaceae
70 Microbacteriaceae
70 Nakamurellaceae
69 Burkholderiaceae
67 Fusobacteriaceae
63 Nocardioidaceae

(b) Continued.

Biofilm # 2
62 Tsukamurellaceae
60 Porphyromonadaceae
59 Frankiaceae
51 Enterobacteriaceae
50 Dermacoccaceae
48 Lactobacillaceae
47 Nocardiopsaceae
47 Promicromonosporaceae
46 Comamonadaceae
42 Flavobacteriaceae
41 Moraxellaceae
40 Rhodobacteraceae

(c)

Biofilm # 3
163 Porphyromonadaceae
42 Alteromonadaceae
40 Fusobacteriaceae

preparation with the aid of a SPRI-TE instrument (Beckman
Coulter, Krefeld, Germany) with SPRIworks II cartridges
and NEXTflex-96 DNA Barcodes (Bioo Scientific, Austin,
TX, USA). Library preparation was done without auto-
matic size selection and the resultant libraries were instead
manually size selected (peak size 500 bp) with Ampure XP
Beads (Beckman Coulter). Finally, the size selected libraries
were quantified using the KAPA Library Quantification Kit,
Illumina/Universal (KAPA Biosystems, Cape Town, South
Africa) and sequenced with an Illumina MiSeq instrument
(MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycle); Illumina, San Diego,
USA). The raw reads were analyzed using RIEMS (zit).

To clarify relevant results of DNA sequences and associ-
ated bacterial families, a deliberate mark of all families with a
quantity of >40 reads was set and these families were selected
(Table 1).

3. Results

The tissue sample with biofilm one was derived from an
ovariohysterectomized uterus stumpwhich included polyfilic
suture segments of an adult female Jack-Russell (Figure 1).
Histopathology revealed a chronic-active, lymphoplasma-
cytic, and granulomatous inflammation, and a biofilm asso-
ciated with the suture material. NGS resulted in 1625631
high quality reads of which approximately two-thirds were
classified as host sequences and roughly 12.5% could not be
classified by similarity at the nucleic acid sequence level. Of
the remainder, 12905 reads (0.8%) were assigned as bacterial
sequences. The assigned families are shown in Table 1.
The most prominent families were Porphyromonadaceae,
Fusobacteriaceae, and Peptostreptococcaceae, representing
73% of all identified bacterial sequences.

The tissue sample with biofilm two was derived from
a postcastration skin wound with polyfilic suture segments
associated in an adult female Yorkshire Terrier. NGS obtained
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Figure 1: Case 1: PAS-positive extracellular polymeric matrix of a 
biofilm associated with polyfilic suture material, PAS-reaction. 

360974 high quality reads of which approximately one- third 
were classified as host sequences. 11,610 reads (3.2%) were 
assigned as bacterial reads. The most prominent families 
were Deinococcaceae, Methylobacteriaceae, and Nocardi-
aceae representing 16.2% of all identified bacterial se-
quences. 

The tissue with biofilm three was derived from a surgical 
skin wound with polyfilic suture segments associated in an 
adult, female Labrador Retriever. NGS obtained 1,459,690 
high quality reads of which approximately 50% were classified 
as host sequences and 649 reads (0.1%) were assigned as 
bacterial reads. The most prominent families were Porphy- 
romonadaceae, Alteromonadaceae, and Fusobacteriaceae, 
representing 37.8% of all identified bacterial sequences. 

In a comparison regarding bacterial families, it is conspic- 
uous that Fusobacteriaceae and Porphyromonadaceae were 
present in all three cases (Figure 2). In addition, Porphy- 
romonadaceae and Alteromonadaceae were present in cases 
one and three. There were concordant DNA sequences of 
several bacterial families present in cases one and two, that is, 
Propionibacteriaceae, Streptomycetaceae, Streptococcaceae, 
Enterobacteriaceae, Comamonadaceae, and Flavobacteri- 
aceae. In contrast, Deinococcaceae, Methylococcaceae, and 
Nocardiaceae were the most prominent bacterial families in 
case two. Nevertheless, Propionibacteriaceae, Methylobacte- 
riaceae, Lactobacillaceae, and Streptococcaceae which were 
present in tissues of dogs number 1 and number 2 have also 
been detected in the previous report on biofilms from wounds 
of a single dog (Figure 2) [4]. 

The composition of bacterial species present in the three 
tissues with biofilms only partly overlapped, except for case 
number 3 which only contained species that were also present 
in case 1 (Figure 2). In contrast, cases number 1 and number 2 
only partly overlapped in bacterial species and cases number 
2 and number 3 did not overlap at all. Tannerella forsythia 
was the most common bacterial species in cases number 1 
and number 3; in number 2 it was Deinococcus geothermalis 
(Figure 2). 

4. Discussion

Biofilms can be a single species microbial population or a 
community of multiple microbial species and may cover a 

vast array of abiotic and biotic surfaces [11]. The diagnosis 
of the composition of biofilms by the conventional cultur- 
ing methods is however difficult. Recent studies compared 
culture techniques and molecular techniques to identify the 
bacterial composition of biofilms in wounds. They found that 
only 10% of the bacterial species in wounds can be identified 
using standard  culture technique when compared to the 
higher number of species identified by molecular techniques 
[12]. It is thus not surprising that at least two of the biofilms 
analyzed in this study contained a wide variety of DNA 
sequences which could be attributed to numerous different 
bacterial species. 

Porphyromonadaceae (Tannerella forsythia) was the most 
common bacterial family in biofilms one and three. In con- 
trast, Deinococcaceae, Methylococcaceae, and Nocardiaceae 
were the most prominent bacterial families in the tissue with 
biofilm two. The composition of bacterial families present in 
the three tissues with biofilms was thus only partly overlap- 
ping, except for case three which only contained species that 
were also present in case one. Bacterial families which were 
present in two tissues with biofilms were Alteromonadaceae, 
Propionibacteriaceae, Streptomycetaceae, Streptococcaceae, 
Enterobacteriaceae, Comamonadaceae, and Flavobacteri- 
aceae and may thus be interesting candidates for further 
analysis as initiators of chronic wound infection in dogs. 

Comparison with the only recent study on the compo- 
sition of wound-associated biofilms in dogs revealed partly 
overlapping bacterial species with the present study. Pyrose- 
quencing of those biofilms detected Propionibacteriaceae, 
Methylobacteriaceae, Lactobacillaceae, and Streptococcaceae 
which were also present in biofilms one and two in our study 
[4]. 

So far only few studies on wound-associated biofilm 
composition using NGGS are available in human medicine. 
These studies however revealed that up to 60% of chronic 
wounds contained biofilms whereas acute wounds showed 
biofilm structures in only 6% of the cases. Molecular analysis 
also discovered a large variety of bacteria, including strictly 
anaerobic bacteria, which were not detectable by culture. 
Amongst others, molecular analysis identified Prevotellaceae, 
Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, and Porphyromon- 
adaceae in these biofilms, all of which were also detected in 
the biofilms of the present study [13]. 

Extraction and sequencing of DNA from FFPE material 
by NGGS was successfully applied to identify bacterial spe-
cies in chronic wounds.  Obviously,  NGGS  is  still  by far 
too expensive for routinely examinations. The present study 
however shows that it nevertheless can give valuable addi-
tional information on the composition of the biofilm. Fur-
ther studies however have to proof whether the bacterial spe-
cies and families identified by the present approach are re-
ally present and viable in the wounds and thus contribute to 
the clinical symptom. The present study thus gives first hints 
towards which culturing media and conditions are necessary 
to analyze biofilms in chronic wounds of dogs. 

Taken together our study shows that biofilms on suture 
material in chronic wounds of dogs may be composed of a 
wide variety of bacterial species which may not be covered 
by conventional bacterial culturing. Further studies however 
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Figure 2: Bacterial families with overlapping presence in the three tissues with biofilms. 

have to confirm which of the identified bacterial species 
are actually contributing to the morphologically identified 
biofilms and which are just bystander infections. Molecular 
methods like NGGS may thus be an alternative approach 
to identify the bacterial species involved in these chronic 
infections and to choose the correct therapeutic measures in 
the future. 
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3 Zusammenfassende Diskussion 

Hypothese I: Nachweis von Biofilmen 

Das Auftreten von Biofilmen im Zusammenhang mit chronischen Wundinfektionen und 

implantatassoziierten Infektionen ist ein in der Humanmedizin bekanntes Phänomen, welches 

in der Tiermedizin jedoch bisher ungenügend untersucht ist. Dass Biofilme allgemein auch 

eine Rolle bei Wundinfektionen von Tieren spielen, ist daher Gegenstand der ersten 

Hypothese. 

Entscheidend zur Beantwortung dieser Fragestellung ist die Art der Methode, mit der die 

Proben bearbeitet werden. Die Literaturrecherche zeigte schnell, dass die Ansicht über die 

Effizienz der eingesetzten Nachweismethoden für Biofilme nicht einheitlich ist. Um einen 

Biofilm allerdings tatsächlich in Gänze nachzuweisen, müssen alle Bestandteile seiner ihm 

ganz eigenen Struktur dargestellt werden. Nur so kann ein Biofilm von einer Mikrokolonie 

unterschieden werden. Dieser vollständige Nachweis war das Ziel des von uns angewen-

deten histologischen Verfahrens. Eine HE-Färbung wurde angewendet, um die Grenzfläche 

zwischen dem Nahtmaterial und dem Gewebe zu veranschaulichen sowie das Vorliegen 

einer Entzündung beurteilen zu können. Durch eine Gram- und eine Giemsa- Färbung 

konnten Bakterien bzw. ihre DNA gezeigt werden. Eine PAS-Reaktion wies die von den 

Bakterien gebildete Matrix nach. Retrospektiv wurden 91 Proben untersucht, von diesen 

stammten 68 von Hunden, 15 von Katzen und acht von Pferden. In 91 Proben konnten so 

zwei Biofilme detektiert werden. 

Eine der positiven Proben, aus einer Hautwunde nach einer Kastration stammend, zeigte 

eine hochgradige, eitrig-granulomatöse Entzündung. Die zweite Probe, aus einem Uterus-

stumpf einer Ovariohysterektomie stammend, wies eine subakute bis chronische, lympho-

plasmazelluläre Entzündung auf. Die Ergebnisse der Untersuchung zeigten in beiden 

positiven Proben Bakterien innerhalb der Einzelfilamente eines polyfilamentösen Fadens. Die-

ses entspricht den Angaben in der Literatur, wonach Infektionen insbesondere in Zusam-

menhang mit dieser Art von Faden auftreten (Sugarman et al. 1981). Berücksichtigt werden 

muss allerdings der verschwindend geringe Anteil von monofilem Nahtmaterial in der Studie. 

Die hohe Inzidenz in humanmedizinischen Biofilmstudien weicht drastisch von den vor- 

liegenden Ergebnissen ab. Zum Ersten kann die unterschiedliche Inzidenz von Biofilmisolaten 

bei humanen und animalen medizinischen Implantaten möglicherweise durch das Auftreten 

unterschiedlicher, bakterieller Stämme bedingt sein. Trisikonis und Kollegen verglichen 2012 

das Potential von bakteriellen Isolaten zur Biofilmbildung in humaner und animaler Fäzes 

und fanden heraus, dass Escherichia faecium und Escherichia faecalis der humanen Proben 

eine höheres Potential zur Biofilmproduktion hatten (Tsikrikonis et al. 2012). Ähnliche Ergeb- 

26



ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION 

nisse zeigten sich auch bei der Untersuchung von Raumluft, in der sich entweder Menschen 

oder Tiere aufhielten. Auch hier zeigten die aus der Luft der Menschen isolierten Bakterien-

stämme eine ausgeprägtere Fähigkeit zur Biofilmbildung (Seo et al. 2008). Auch zwei aus 

Biofilmen isolierte humane Stämme von Streptococcus suis zeigten im Vergleich zu isolierten 

Stämmen aus Schweinen eine deutlich höhere Fähigkeit zur Biofilmbildung (Guo et al. 2012). 

Zum Zweiten ist keine Information über das Operations(OP)-Management bei Eingriffe 

bekannt, aus denen die Proben stammen. Es liegen keine Daten zur präoperativen, anti-

biotischen Abdeckung der Patienten vor, die eine Ansammlung von Bakterien schon initial 

verhindern hätten können. Ebenfalls liegen keine Daten über die angewendeten OP-Metho-

den, verwendete Desinfektionsmittel und die postoperative Versorgung der Patienten vor. 

Dass diese Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung von Biofilmen haben 

können, zeigte eine Studie, welche die Implantation von Penisprothesen unter unterschied-

lichen Bedingungen untersucht hat. Bezüglich der Effektivität von Desinfektionsverfahren der 

Haut konnte hierbei gezeigt werden, dass bei Prothesenimplanationen mit präoperativer Des-

infektion der Haut mittels Chlorhexidin-Alkohol 40 % weniger Infektionen der OP-Wunden 

auftraten, als mit dem gängigen Povidone-Iodine (Darouiche et al. 2010). Ebenso konnte 

bei einem Vergleich zwischen zwei OP-Techniken gezeigt werden, dass ein nicht-Haut-

berührendes OP-Verfahren im Vergleich zur der Methode mit Hautkontakt zwei Drittel weniger 

Infektionen (0,7 % zu 2,2 %) nach sich zog (Siegrist 2008). 

Zum Dritten basieren die Ergebnisse aus der Literatur auf sehr unterschiedlichen Nach-

weisverfahren und auf unterschiedlichen Definitionen eines Biofilms. Es fehlt bisher die Fest-

legung eines Goldstandards, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse herzustellen. Viertens 
unterscheidet sich das Konsumverhalten von Menschen und Tieren deutlich. Menschen mit 

einem regelmäßigen Alkohol- und Zigarettenkonsum leiden nachweislich unter einer signifi-

kant schlechteren Wundheilung (Benveniste et al. 1981; Freiman et al. 2004). Da eine 

schlechte Vaskularisierung und Nekrosen die Biofilmentwicklung fördern, könnte der Konsum 

von Genussmitteln eine höhere Inzidenz von Biofilmen bei Menschen ebenfalls erklären. 

Beobachtet wurde der Zusammenhang zwischen Wundheilungsstörungen und der Anhef-

tung von Bakterien bereits in durch Implantateinsetzung geschädigtem Gewebe (Mulcahy 

2010; Wolcott et al. 2008). Auch das Essverhalten hat einen Einfluss auf die Biofilm- 

entwicklung. Die Verfügbarkeit von Nährstoffen beeinflusst die Entwicklung der Bakterien-

zusammensetzung im Mund. Dies wurde bereits 1967 durch den Vergleich zwischen es-

senden Personen und Menschen, die durch eine Magensonde ernährt wurden, bewiesen 

(Littleton et al. 1967). Tierversuche haben gezeigt, dass die Fütterung von Glukose und 

Saccharose einen, wenn auch geringen, Effekt auf die Entwicklung von oralen Biofilmen in 

der Anfangsphase im Maul hat (Bowden et al. 1997). Da der Mensch Zucker in weit höherem 

Maße konsumiert als Tiere, könnte auch dies eine Biofilmbildung begünstigen. 
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Das zum Nachweis von Biofilmen durchgeführte, histologische Verfahren kann trotz des 
geringen Nachweises von Biofilmen in der vorliegenden Studie als praktikables und für 
die Routinediagnostik hilfreiches Verfahren eingestuft werden. Durch die Anwendung von 
Standardfärbemethoden und der Beurteilung der Schnitte unter einem Lichtmikroskop sind 
keine Investitionen in Gerätschaften zur Sichtbarmachung von Biofilmen nötig. Weitere 
Vorteile dieser Methode sind die einfache Handhabung der Proben durch Standardfixierung 
und die Anwendbarkeit in retrospektiven Studien durch die Möglichkeit der Anwendung auf 
FFPE-Material. Allerdings ist die Sensitivität des Nachweises noch fraglich. Die Ermittlung 
einer Sensitivitätsgrenze wäre auch für den klinischen Einsatz der Biofilmdiagnostik wichtig, 
da noch junge, mit wenig Matrix ausgestattete Biofilme deutlich besser therapierbar sind 
als alte, voluminöse Biofilme (Anwar et al. 1992). Sollte es also möglich sein, Biofilme schon 
in ihrem Anfangsstadium zu diagnostizieren, stiegen die Heilungschancen bei einer gezielten 
Therapie. 

Hypothesen II und III: Next Generation Genome Sequencing-Ergebnisse 

Die Identifizierung der in Biofilmen enthaltenen Bakterien kann einen Aufschluss über die 

Ursache und den Weg der Einschleppung der Infektion geben. Treten gehäuft Infektionen 

verursacht durch die gleichen Bakterien in derselben Einrichtung auf, kann dieses Muster 

analysiert werden und zur Optimierung von Prämedikationen, OP-Verfahren und der post- 

operativen Behandlung der Patienten beitragen. Auch Arbeitsabläufe sowie die Handhabung 

und Auswahl der eingesetzten medizinischen Geräte können verbessert werden, um die 

bestmöglichen Voraussetzungen für eine Wundheilung bzw. ein unproblematisches Verblei- 

ben von Dauerimplantaten im Körper zu erreichen. 

Zwei der Proben zur Identifizierung stammten aus dem ersten Teil der Studie. Eine dritte 

Probe konnte aus einem Kooperationsprojekt gewonnen werden. Nach Isolierung der DNA 

aus dem FFPE-Material wurde ein NGGS durchgeführt, welches der Überprüfung der Hypo-

thesen II und III diente. Diese Hypothesen supponieren komplexe Populationen bei der 

Bildung von Biofilmen bei Tieren sowie Unterschiede aber auch Schnittmengen in der Zusam-

mensetzung im Vergleich zu humanen Biofilmen. 

Die angewandte Methode, das NGGS, identifizierte für die drei Biofilme teils überlappende, 

teils aber auch sehr unterschiedliche bakterielle Familien. Die Auswertung beschränkt sich 

auf die Angabe von bakteriellen Familien, da die vorhandenen DNA-Sequenzen nur wahr-

scheinlich, nicht jedoch definitiv bakteriellen Spezies zugeordnet werden können. 

Die mittels NGGS ermittelten Ergebnisse zeigen komplexe Populationen von Bakterien in 

den drei Biofilmen. Es ergaben sich Bakterienfamilien, die bei allen Biofilmen vorkamen, aber 

auch Familien, die ausschließlich in einer der Proben detektiert wurden. Auch die Anzahl der 

Familien die mit grösser / gleich 40 Reads in unsere Studie eingegangen sind, variierte. So 

beinhaltete der erste Biofilm 19, der zweite 39 und der dritte Biofilm nur drei bakterielle 
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Familien. Bei der ersten Probe handelte es sich um Gewebe aus einem Uterusstumpf einer 

Ovariohysterektomie, bei der zweiten um die Hautwunde nach einer Kastration und bei der 

dritten um eine Hautnaht nach einem chirurgischen Eingriff. Alle Proben stammten von Hunden. 

Die überlappenden Familien in allen drei Biofilmen waren Fusobacteriaceae und 

Porphyromonadaceae, wobei den Porphyromonadaceae in zwei von den drei Biofilmen die 

meisten Reads zugeordnet wurden. Es handelt sich bei beiden Familien um überwiegend 

anaerob lebende und nicht motile, gramnegative Bakterien. Sie gehören nicht zu der normalen 

Hautflora von Menschen und Tieren. Fusobacteriaceae werden der Darmflora des Menschen 

zugeordnet. Ein Zusammenhang mit Biofilmen konnte für Fusobacterium nucleatum z.B. auch 

in humanen, oralen Biofilmen von Stimmprothesen und bei Periimplantitiden nach Einsetzung 

von oralen Implantaten detektiert werden (Bertl et al. 2014; Da Silva et al. 2014). 

Fusobacterium nucleatum gilt außerdem als Wegbereiter zur Adhäsion weiterer Bakterien 

bei der Biofilmformation (Kolenbrander et al. 1993). Die den Porphyromonadaceae ange- 

hörigen Spezies Tannerella forsythia und Porphyromonas endodontalis / Porphyromonas spp. 

gelten außerdem als Risikoindikatoren für peridontale Krankheiten in subgingivalen Biofilmen 

beim Menschen (Lourenço et al. 2014). 

Warum jedoch diese beiden Bakterienspezies in so hohem Maße in den von uns unter- 

suchten Läsionen vorkamen, konnte nicht geklärt werden. Eine Möglichkeit wäre, dass sich 

die beiden Familien gegenseitig in ihrer Entwicklung fördern, da bereits Synergien in der 

Entwicklung von Biofilmen mit Fusobacterium nucleatum und Tannerella forsythia durch 

Zell-Zell-Interaktion beobachtet wurden (Sharma et al. 2005). Auch könnten ähnliche Präferen-

zen in Bezug auf die Umweltbedingungen für optimales Wachstum ein gleichzeitiges, hohes 

Auftreten in zwei von drei Proben erklären. Erstaunlich ist, dass es sich bei beiden Familien 

um immobile Bakterien handelt, die sich also nicht aktiv zwischen die Filamente des poly-

filamentösen Nahtmaterials begeben haben können. Wie bereits erwähnt, ist die Ausbreitung 

der Bakterien in den Faden hinein vor allem abhängig von der Größe der Kapillarkräfte des 

Materials (Blomstedt et al. 1977). 

Im Gegensatz dazu zeigte einer der drei untersuchten Biofilme bei der Sequenzierung 

Deinococcaceae, Methylococcaceae und Nocardiaceae als häufigste Familien. Die zu den 

Deinococcaceae gehörenden Spezies Deinococcus geothermalis findet als Biofilmbildner 

insbesondere in der Papierherstellung und -verarbeitung große Aufmerksamkeit durch ihren 

Nachweis an im wässrigen Milieu befindlichen Maschinen (Peltola et al. 2008; Peltola et 

al. 2011). Ein Nachweis über die medizinische Relevanz dieser Familie wurde bisher 

nicht erbracht. Die Spezies der Familie Methylococcaceae sind nachweislich an der 

Formation von pinkfarbenen Biofilmen beteiligt, wie sie häufig in Nasszellen und 

Wasserleitungen vorkommen (Yano et al. 2013; Zhang et al. 2009). 
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Aus der Familie der Nocardiaceae konnte Rhodococcus equi aus humanen Lungen isoliert 

und der Nachweis der Biofilmbildung erbracht werden (Remuzgo-Martinez et al. 2013). 

Auch konnte für die Spezies Rhodobacter sphaeroides und Rhodococcus erythropolis das 

Potential zur Biofilmbildung  beobachtet werden,  wenn auch nicht im medizinischen Bereich 

(De Carvalho et al. 2009; Wilkinson et al. 2011). 

In zwei von den drei Biofilmen konnten Alteromonadaceae, Propionibacteriaceae, Strepto- 

mycetaceae, Streptococcaceae, Enterobacteriaceae, Comamonadaceae und Flavobacteri- 

aceae nachgewiesen werden. Allen diesen Familien und auch den mittels  Datenbankabgleich 

identifizierten Spezies wurden biofilmbildende Eigenschaften zugesprochen. 

Für die Familie Alteromonadaceae ist die Fähigkeit zur Biofilmbildung beschrieben, insbe- 

sondere Marinobacter hydracarbonoclasticus ist als Biofilmbildner an Grenzflächen von 

Wasser zu hydrophoben, organischen Verbindungen bekannt (Klein et al. 2008). Propioni-

bacterium acnes aus der Familie der Propionibacteriaceae ist in biofilmassoziierten Entzün-

dungen nach Einsatz von Brustimplantaten, Gelenkprothesen, Herzklappenprothesen, intra-

okulare Linsen, internen cerebrospinalen Fluid-Shunts und Wirbelsäulenimplantaten registriert 

worden (Portillo et al. 2013). Für Streptomyces griseus (Streptococcaceae) konnte die Fä-

higkeit zur Biofilm-Bildung in vitro nachgewiesen werden (Winn et al. 2014), allerdings gibt 

es bisher keinen Nachweis einer medizinischen Relevanz. Streptococcus suis, eine Spezies 

aus der Familie der Streptococcaceae, konnte eine ausgeprägte Fähigkeit  zur Biofilmfor-

mation nachgewiesen werden. Diese variiert zwischen den Serotypen und ist stark vom 

Nährstoffangebot, d.h. insbesondere von der Verfügbarkeit von Glukose abhängig (Guo et al. 

2012). Vielen Spezies, die der Familie Enterobacteriaceae angehören, werden biofilmbil-

dende Eigenschaften zugesprochen. So konnten in 400 Enterokokken-Isolaten aus Kranken-

häusern in Polen 69,8 % Stämme von Enterococcus faecalis, 30 % von Enterococcus 

faecium und 0,2 % von Enterococcus casseliflavus identifiziert werden. Für 65,7 % der 

Enterokokken konnte  in vitro  die Fähigkeit zur Biofilmbildung bestätigt werden.  Biofilmbildner 

waren beteiligt an Harntrakt-, Wund-, Respirationstrakt- und Gastrointestinaltraktinfektionen 

(Dworniczek et al. 2014). Enterococcus-Spezies machten außerdem mit 22 % die größte 

Gruppe von Bakterien aus, die aus 343 Gallengangsprothesen isoliert wurden (Schneider et 

al. 2014). 

Zu Delftia acidovorans, aus der Familie der Comamonadaceae, existieren Fallberichte, die 

eine Beteiligung des Bakteriums an antibiotikaresistenten, wiederkehrenden Infektionen 

eines Hämodialysekatheters  und eines Gefäßkatheters beschreiben, die auf biofilmbildende 

Eigenschaften des Bakteriums hinweisen (Chotikanatis et al. 2011; Khan et al. 2012). Aus 

der Familie der Flavobacteriaceae sind insbesondere die biofilmbildenden Spezies Flavobac- 

terium columnare und Flavobacterium psychrophilum beschrieben, die als Fischpathogene 

vorwiegend Kiemen und Haut der Fische befallen (Cai et al. 2013; Sundell et al. 2011). 
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Allerdings ist nicht nur die Vergleichbarkeit des Nachweises von Biofilmen durch unter-

schiedliche Methoden schwierig. Gleiches gilt auch für die Identifizierung der Bakterien aus 

Biofilmen. Bei der Anwendung unterschiedlicher Verfahren zeigt sich meist eine deutliche 

Divergenz der Ergebnisse (Gristina et al. 1985a; Tunney et al. 1999). Auch für die 

Identifikation der Bakterien ist noch kein Goldstandard gefunden. So weisen alle bisher an-

gewendeten Methoden noch starke Schwächen bezüglich der Belastbarkeit der erbrachten Da-

ten auf. Ein großer Nachteil aller molekularbiologischen Verfahren ist, dass ausschließlich die 

Mikroorganismen nachgewiesen werden, die durch die eingesetzten Sonden detektiert 

werden (Nyvad et al. 2013). Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist also von der Art der 

verwendeten Sonden abhängig und kann im Vorfeld bereits verdächtigte Mikroorganismen 

lediglich bestätigen oder ausschließen. Eine überraschende Detektion unerwarteter Bakterien 

im Biofilm ist mit dieser Methode nicht möglich.  Ein weiterer Ansatz den Biofilmmodus von 

Bakterien zu detektieren ist der Nachweis von Signalmolekülen, die von den Bakterien aus-

schließlich in diesem Zustand zur Kommunikation untereinander verwendet werden. Hier stellt 

sich allerdings wiederum das Problem, dass ausschließlich  nach bekannten Signalmolekü-

len verdächtigter Spezies gesucht werden kann. Die Erforschung der Signalmoleküle ist 

zwar fortschreitend, steht allerdings noch am Anfang. Bisher ist nur für einzelne Bakterien 

Genaueres über die Transkription und den Auslöser hierfür bekannt. 

Eine Anzucht von Bakterien aus Biofilmen in einer Kultur ist kein effizienter Weg zur Identifi-

zierung der Bakterien. Die Vermehrung der Bakterien kann sowohl durch den „viable but not 

culturable“-Effekt als auch durch die oft unzureichende Probennahme (Fazli et al. 2009) oder 

die begrenzte Anzahl nachweisbarer Spezies aus einer Probe misslingen. Sollte eine 

Anzucht von Bakterien aus einer Probe Erfolg haben, kann dies der Nachweis von Bakterien 

sein, die zwar in der Probe sind, jedoch nicht an der Bildung des Biofilms beteiligt sein 

müssen. Hauptproblem der Diagnostik bei der Identifizierung von Bakterien aus Biofilmen 

bleibt also die Unterscheidung von planktonischen Bakterien im Vergleich zu jenen Bakterien, 

die sich tatsächlich im Biofilmmodus befinden.  Eine Möglichkeit, dieses Problem zu minimie-

ren, wäre der Nachweis eines Biofilms mittels histologischer Färbungen und ein 

anschließendes Ausschneiden des entsprechenden Bereiches aus dem histologischen Schnitt, 

der die Bakterien zentral in der polymeren Matrix zeigt. Dieser Teil könnte anschließend 

sequenziert werden und die identifizierten Bakterien könnten auf einem weiteren Schnitt der 

Probe immunhistologisch bestätigt werden. 

Das Problem der Unterscheidung von planktonischen Bakterien zu Bakterien im Biofilm 

besteht ebenfalls bei der Identifikation von bakteriellen Spezies mittels PCR und auch beim 

NGGS. Vorteil des NGGS-Verfahrens im Gegensatz zu anderen Verfahren ist, dass der 

Anzahl der zu erfassenden Bakterien keine technische Grenze gesetzt ist (Martin et al. 2009). 
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Außerdem verfügt es über eine ähnliche Sensitivität und Spezifität wie andere 

molekulargenetische Methoden und kann im Gegensatz zur Kultur auch FFPE-Material aus-

werten. Daher zählt das NGGS zu den geeignetsten Verfahren, um Biofilme zu analysieren 

(Martin et al. 2009). 

3.1 Schlussfolgerungen und kritische Reflexion 

In dieser Studie wurden zwei Biofilme in 91 untersuchten Proben detektiert und eine Next 
Generation Genome Sequencing Analyse erbrachte eine stark heterogen, teilweise überlap- 
pende bakterielle Zusammensetzung aus typischen sowie bisher in der Literatur noch nicht 
als Biofilmbildner beschriebenen Familien.  Die Einordnung dieses Ergebnisses in den 
Kontext der weltweiten Biofilmforschung ist  allerdings schwierig oder sogar unmöglich, da 
die Daten in der Literatur zur Detektion von Biofilmen und der in ihnen enthaltenden Baktrien 
auf sehr unterschiedlichen diagnostischen Verfahren basieren. Außerdem handelt es sich bei 
den ausgewerteten Proben in der Literatur um einen sehr heterogenen Pool. Die Proben 
stammen aus unterschiedlichen Spezies, aus unterschiedlichen Lokalisationen und Läsionen 
unterschiedlicher Genese.  Bei fremdkörperassoziierten Biofilmen dienen unterschiedlichste 
Materialen den Bakterien als Grenzfläche. Doch selbst innerhalb eines Materials, wie z.B. 
dem Metall, gibt es unterschiedliche Legierungen, Rauheiten, Formen und Größen der Im-
plantate sowie unterschiedliche Positionierungen im Körper. Diese Vielzahl an Faktoren, die 
einen Einfluss auf die Bildung und die bakterielle Zusammensetzung eines Biofilms haben 
können, müssten bei der Auswertung von Studien beachtet werden, da sonst ein verzerrtes 
Bild von Häufigkeiten und den enthaltenen Keimen entstehen kann. 
Trotzdem lässt das Ergebnis dieser Studie isoliert betrachtet und unter Berücksichtigung der 
Vor- und Nachteile der angewendeten Verfahren zunächst vermuten, dass Biofilme in der 
Tiermedizin eventuell eine geringere Rolle spielen als bisherige, humanmedizinische Studien 
vermuten lassen und dass das Spektrum der detektierten Bakterien sich teilweise über-
schneidet, aber auch Unterschiede beinhaltet.
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3.2 Ausblick 

Die Erforschung bakterieller Biofilme ist seit der Entdeckung dieser Lebensweise von Bakte-
rien stark voran geschritten. Um die Forschung auf diesem Gebiet vergleichbar zu gestalten, 
sollte ein einheitliches Verfahren zum Nachweis von Biofilmen sowie zur Identifikation der 
beteiligten Bakterien entwickelt werden. Aus klinischer Sicht wäre ein schnelles, kostengüns-
tiges Verfahren zu bevorzugen, welches einfach zu interpretierende Daten liefert und somit 
auch in der Routinediagnostik Anwendung finden kann. 
Eine erfolgreiche Elimination von Bakterien aus Wundinfektionen ist das klinische Ziel der 
Biofilmforschung. Möglichkeiten hierzu  sind der Einsatz lytischer  Bakteriophagen, die Be-
einflussung der Biofilmbildung durch das Quorum-Sensing-System und der Einsatz von 
Silber-Nanopartikeln. Die Weiterentwicklung dieser Ansätze durch das Studieren der Gen-
expression im Biofilmmodus und der zur Kommunikation verwendeten Signalmoleküle ist daher 
erstrebenswert. Denkbar ist auch die Entwicklung von lytischen Substanzen, die die Bakterien 
aus der Matrix freilegen und so der natürlichen Abwehr sowie antibiotischen Substanzen wie-
der zugänglich machen. Durch in vivo-Versuche kann das Verhalten der Bakterien am 
realistischsten nachgestellt werden. Daher sind Tiermodelle ein wichtiger Aspekt dieser For-
schung. 
Bei diesen Modellen sollte der Fokus in der Interaktion von unterschiedlichen Spezies mit- 
einander liegen, da Bakterien in Monokulturen ein anderes Wachstumsverhalten zeigen 
können als im Biofilm. Kombinationen aus anaeroben und aeroben sowie gramnegativen und 
grampositiven Spezies sollten hierbei berücksichtigt werden.  
Prophylaktische Verfahren, die die Anheftung von Bakterien gar nicht erst zulassen, sind ein 
weiterer, bereits  angestrebter Ansatz in der Biofilmforschung. Hierzu wurden bisher 
verschiedene Studien zur Vorabbesiedlung mit unschädlichen Zellen, mit glykokalix- 
ähnlichen Strukturen sowie mit antibakteriellen Coatings entwickelt. Um eine Biofilm- 
entwicklung also grundsätzlich zu verhindern, müssen Oberflächen geschaffen werden, die 
durch ihre Struktur oder eine antimikrobielle Beschichtung der Anhaftung von Mikroorganismen 
vorbeugen. 
Um prophylaktisch den Einsatz von chirurgischen, therapeutischen oder diagnostischen 
Materialien so risikolos wie nur möglich zu gestalten, ist eine Optimierung des gesamten Opera-
tionsvorgangs nötig. Hierzu müssen die Beschaffenheiten der unterschiedlichen Materialien 
von eingesetzten Geräten bezüglich ihrer Eigenschaften für die Anheftung von Bakterien und 
ihrer Gewebsschädigung in gleichartigen Versuchen getestet werden und Studien zu 
Resistenzen von Bakterien gegen Desinfektionsmittel durchgeführt werden, um Räume, 
Personal und Arbeitsgeräte steril zu halten. Auch die Vor- und Nachteile von OP-Verfahren 
bezüglich ihrer Invasivität und Verursachung von Gewebstraumata sowie der Gefahr einer 
bakteriellen Kontamination müssen geprüft werden. 
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4 Zusammenfassung 

Erste Untersuchungen zu Vorkommen und Zusammensetzung von Biofilmen bei 
Hunden, Katzen und Pferden mit chronischen Wundnahtinfektionen 

Lydia König 

In der Medizin stellen resistente Bakterien bei der Behandlung von chronischen, infizierten 
Wunden zunehmend ein Problem dar. Dies ist in unterschiedlichen Resistenzmechanismen 
begründet, die Bakterien zu ihrem Schutz entwickelt haben. Als Gemeinschaft können 
Bakterien durch die Ausbildung einer extrazellulären, polymeren Matrix (EMP) einen Biofilm 
bilden, der eine Barriere für viele antimikrobielle Faktoren, einschließlich der traditionellen, 
antibiotischen Therapie bakterieller Infektionen, darstellt. Insbesondere das Einbringen von 
Nahtmaterial und chirurgischem Material wie Implantaten bietet den Bakterien eine Grenzflä-
che, die als Ausgangspunkt für die Besiedelung und für die Entwicklung eines Biofilms 
genutzt werden kann. 
Der erste Teil der Untersuchung war eine retrospektive Studie zur Abschätzung der Inzidenz 
von Biofilmen bei ausgewählten Tierarten aus dem Archivmaterial des Instituts für Tier- 
pathologie der Freien Universität Berlin. Untersucht wurden 91 Proben. Hierbei stammten 68 
von Hunden, 15 von Katzen und acht von Pferden. Dreiundfünfzig dieser 91 Proben waren 
Haut, Mukosa oder Milchdrüse, 28 stammten vom Urogenitaltrakt, drei Proben enthielten 
Skelettmuskulatur und sieben Proben Darmgewebe. Mittels einer Kombination verschiedener 
pathohistologischer Färbungen konnten die Bestandteile eines Biofilms, also die Bakterien, 
eine Grenzfläche sowie eine Matrix, im Lichtmikroskop veranschaulicht werden. Eine Häma-
toxylin-Eosin-Färbung (HE) wurde angewendet, um die Grenzfläche zwischen dem Naht- 
material und dem Gewebe darzustellen. Mittels einer Gram- bzw. einer Giemsa-Färbung 
konnten Bakterien bzw. ihre Desoxyribonukleinsäure (DNA) gezeigt werden. Eine Periodic-
Acid-Schiff-Reaktion (PAS) zeigte die von den Bakterien gebildete EPM. 
Die Auswertung zeigte eine Biofilmbildung in zwei von 91 Proben. Die beiden Proben mit 
den detektierten Biofilmen enthielten jeweils polyfile Nahtmaterialien und stammten von Hun-
den. Eine dieser Proben stammte aus einer Hautwunde und zeigte eine hochgradige, 
chronisch-aktive, eitrige und granulomatöse Entzündung. Die zweite Probe, ein Uterusstumpf 
aus einer Ovariohysterektomie, wies eine hochgradige, chronisch-aktive, lymphoplasmazel- 
luläre und granulomatöse Entzündung auf. 
Die Literatur zu Biofilmen, die weitgehend aus der Humanmedizin stammt, beschreibt eine 
meist weit höhere Inzidenz von Biofilmen. Diese Unterschiede der Inzidenz von Biofilmen 
können verschiedene Ursachen haben. Zum einen gibt es in der Literatur Hinweise darauf, 
dass das Potential  zur Biofilmbildung von animalen  Bakterien geringer ist als das von hu- 
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manen Keimen. Zum anderen fehlen die Daten zu prä- und postoperativer Antibiotika- 
therapie, zu Operationsverfahren und zum Hygienemanagement bei den Eingriffen. Da diese 
Faktoren nachweislich einen Einfluss auf die Infektionsrate bei dem Einsetzen von Fremd-
material haben, erschwert das Fehlen der Daten die Interpretation der Ergebnisse der Studie. 
Ein weiteres Problem ist das Fehlen eines Goldstandards zum Nachweis von Biofilmen. 
Dies führt dazu, dass die Studien untereinander schlecht vergleichbar sind. 
Der zweite Teil dieser Studie diente der Identifizierung der Bakterien in Biofilmen mittels Next 
Generation Genome Sequencing (NGGS). Im Anschluss an die Auswahl der Proben und die 
DNA-Isolierung wurde das Verfahren freundlicherweise von Herrn Dr. Dirk Höper des 
Friedrich-Loeffler-Institut auf der Insel Riems durchgeführt. Zwei der drei Proben hierfür waren 
die biofilmpositiven Proben der ersten Studie, eine weitere konnte aus einer Kooperations-
studie gewonnen werden. Diese stammte ebenfalls von einem Hund und enthielt polyfiles 
Nahtmaterial einer Operationswunde der Haut. 
Die Auswertung identifizierte teils in der Literatur als typische Krankheitserreger 
beschriebene Bakterien wie Enterobacteriaceae, aber auch Bakterien, deren Auftreten in 
Wundinfektionen bisher noch nicht beschrieben wurden, wie die Deinococcaceae. Die 
Proben untereinander überschnitten sich teilweise bei bakteriellen Familien, zeigten aber auch 
unterschiedliche Familien auf. Die überlappenden Familien aller drei Biofilme waren 
Fusobacteriaceae und Porphyromonadaceae. Die drei häufigsten Familien des ersten 
untersuchten Biofilms waren Porphyromonadaceae, Fusobacteriaceae und Peptostrepto- 
coccaceae, des zweiten Biofilms Deinococcaceae, Methylobacteriaceae und Nocardiaceae 
und des dritten Biofilms Porphyromonadaceae, Alteromonadaceae und Fusobacteriaceae. 
Das NGGS-Verfahren bietet Vorteile gegenüber anderen Methoden für eine retrospektive 
Studie. So können Proben aus formalinfixiertem und paraffineingebettetem Material einge-
setzt werden und es ist nur ein sehr geringes Probenvolumen nötig. Ein weiterer Vorteil ist 
die vollständige Zuordnung von DNA-Sequenzen zu bakteriellen Familien bzw. Spezies durch 
den Abgleich mit einer Datenbank. Allerdings handelt es sich um ein methodisch aufwändiges 
Verfahren, welches hohe Spezialkompetenzen für die Auswertung voraussetzt. Außerdem 
liefert das Verfahren keine Informationen über die Vitalität der detektierten Bakterien und der 
Kausalität zwischen diesen Bakterien und der Biofilmentstehung. 
Um eine Vergleichbarkeit von Studien zu erhalten, sollten zukünftig einheitliche Verfahren 
zum Nachweis von Biofilmen und zur Identifikation darin enthaltener Bakterien eingeführt 
werden. Zusammengefasst zeigt diese Studie, dass (1.) Biofilme tatsächlich bei Wund- 
infektionen mit Nahtmaterial bei Tieren vorkommen, (2.) die Inzidenz von Biofilmen geringer 
sein könnte als für den Menschen beschrieben und (3.) die detektierten Bakterienfamilien 
überraschend zahlreich und abweichend zwischen den Proben und zu den Ergebnissen 
früherer Studien beim Menschen waren. 
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5 Summary 

First studies on the incidence and composition of biofilms in dogs, cats, and horses 
with postoperative surgical site infections 

Lydia König 

Resistant bacteria are an increasing problem for the medical treatment of chronically infected 
wounds. This is caused by resistance mechanisms bacteria developed for their protection. 
Living as a community, bacteria are able to develop biofilms which are composed of bacteria 
and an extracellular polymeric matrix (EMP). Those biofilms work as a barrier against anti- 
microbial factors including traditional antibiotic therapy of bacterial infections. Especially suture 
material and medical devices such as implants constitute an interface for bacterial 
colonization and the development of biofilms. 
The first part of the study was a retrospective investigation of archive material from the 
Department of Veterinary Pathology, Freie Universität Berlin, to assess the incidence of 
biofilms. Ninety-one samples were analyzed. Sixty-eight of them originated from dogs, 
15 from cats, and eight from horses. Fifty-three tissue samples were collected from skin, 
mucosa, or mammary gland. Three originated from skeletal muscle, seven from intestine 
and 28 from urogenital tract. By using a combination of different histopathological stains, the 
components of a biofilm could be visualized so that bacteria, interface and matrix could be 
detected under the light microscope. A hematoxylin and eosin staining (HE) was used to 
identify the interface between the suture material and the tissue. A periodic-acid-Schiff 
reaction (PAS) was used to visualize the EMP. Giemsa and Gram stains identified nucleic 
acid or Gram-positive bacterial organisms, respectively, in the EPM. 
The investigation identified biofilms in two of 91 samples. Both positive samples included 
polyfilic suture material from dog tissue. The first one was a biopsy from a skin wound and 
showed a severe chronic-active suppurative and granulomatous inflammation. The second 
one was a fragment of an ovariohysterectomized uterus stump associated with a severe 
chronic-active lymphoplasmacytic and granulomatous inflammation. 
The literature on the subject of biofilms is dominated by human medicine studies and describes 
a much higher incidence than shown in this investigation. These differences might be caused 
by the following reasons: First, there are hints in the literature that the potential for 
biofilm-building of animal bacterial is lower than of human bacteria; second, the data regarding 
pre- and postoperative antimicrobial treatment, surgical methods and hygienic management 
during the surgeries are incomplete. Because these factors have probably influenced 
the infection rate during the implantation of foreign body material,  it is difficult to compare
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these results with recent investigations of human tissues. A further problem is the lack of a 
gold standard for biofilm detection which makes it even more difficult to compare the results. 
The second part of the study consisted of the identification of bacterial in the biofilms by 
means of Next Generation Genome Sequencing (NGGS). Subsequent to the selection of 
samples and the DNA isolation this was realized by Dr. Dirk Höper, Friedrich-Loeffler-Institute, 
Island Riems. In total, three samples underwent NGGS. Two of them were taken from the 
first part of the study while the third one was included from a different project. The third sample 
was also dog tissue and it also contained polyfilic suture in a surgical wound of the skin. 
The genetic analysis identified typical biofilm-associated bacteria like Enterobacteriaceae as 
well as bacteria like Deinococcaceae which have not been identified in infected wounds so 
far. The three samples showed overlapping results of bacterial families but they also had 
differences in their composition. Overlapping bacterial families in all of the three samples 
were Fusobacteriaceae and Porphyromonadaceae. The three most prominent families in the 
first analysed biofilm were Porphyromonadaceae, Fusobacteriaceae and Peptostrepto- 
coccaceae, in the second biofilm Deinococcaceae, Methylobacteriaceae and Nocardiaceae 
and in the third sample Porphyromonadaceae, Alteromonadaceae and Fusobacteriaceae. 
The NGGS-analysis has advantages over other methods used for retrospective studies. In 
this method it is possible to use formalin fixed and paraffin embedded material and a small 
sample quantity is sufficient. A further advantage is the clear assignment of DNA sequences 
to bacterial families and species based on a database matching. However, it is a sophis- 
ticated method with complicated procedures and special knowledge to evaluate the data is 
necessary. Furthermore, the method provides no information about the vitality of the detected 
bacteria and the causality among these bacteria and the biofilm formation. 
Summarizing the results of this study, it could be shown that (1.) biofilms occur in infected 
wounds associated with suture material in animals, (2.) the incidence of biofilms seems to be 
lower than reported in human medicine, and (3.) the number of detected bacterial families 
was surprisingly high and there were differences among the samples and to the results 
generated in previous studies. 
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