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phylococcus aureus und Candida albicans konnten synergistische Effekte beobachtet werden,
wohingegen eine Kombination mit Pseudomonas aeruginosa qualitativ und quantitativ kom-
petitive Folgen hatte. Im polymikrobiellen Biofilm stellt Pseudomonas aeruginosa den do-
minierenden Mikroorganismus dar. Gegenseitige intermikrobielle physische Wechselwirkun-
gen und Quorum-sensing scheinen dabei eine Rolle zu spielen. In dualen Candida albicans -
Staphylococcus aureus - Biofilmen konnte eine starke Zunahme von Staphylococcus aureus -
Zellen beobachtet werden. Prostaglandin E2 wurde hierbei als ein Schlüsselmolekül für die
stimulierende Wirkung auf das Wachstum und die Biofilmbildung von Staphylococcus aureus
identifiziert. Subinhibitorische Konzentrationen von Farnesol bewirkten einen ähnlichen Ef-
fekt jedoch in deutlich geringerer Ausprägung. Tyrosol hingegen zeigte keine Wirkung. Mit
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des überproportionalen Wachstums von Staphylococcus aureus erreicht werden konnte. Der
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C. albicans beobachtet.
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1. Einleitung

Überall in der Natur kommen polymikrobielle Lebensformen vor. Im menschlichen Körper
finden sich vor allem auf den Schleimhäuten des Gastrointestinaltraktes Mikroorganismen in
hoher Dichte und Variabilität [159]. Zur Verbesserung der Überlebenschancen in diesen poly-
mikrobiellen Gemeinschaften haben die Mikroorganismen besondere Organisationsstrukturen
entwickelt, die als Biofilme bezeichnet werden.

1.1. Biofilme

Die Fähigkeit von Mikroorganismen, sich in Biofilmen zu organisieren, ist von immenser
medizinischer Bedeutung. Man geht heute davon aus, dass schätzungsweise 65 % der bakte-
riellen Infektionen Biofilm-assoziiert sind [192]. Sowohl Bakterien als auch Pilze sind in der
Lage Biofilme zu bilden. In der Natur stellen polymikrobielle Biofilme die vorherrschende
Organisationsform dar [24, 79]. Biofilme sind gekennzeichnet durch eine strukturierte Ge-
meinschaft von Bakterienzellen, die an biotischen oder abiotischen Oberflächen adhärieren
und von einer selbstproduzierten polymerischen Matrix umhüllt sind [42]. Die Biofilmbildung
ist durch einen phasenhaften Verlauf gekennzeichnet (Abb. 1.1). Entscheidend für die Biofilm-
bildung ist die Phase der initialen Adhäsion. Dieser Schritt wird an abiotischen Oberflächen
durch unspezifische Interaktionen vermittelt und vom Grad der Hydrophobizität sowie von
der Zusammensetzung eines konditionierenden Films aus organischem Material beeinflusst.
An biotischen Oberflächen, wie Gewebe oder Mukosa, wird dieser Prozess in der Regel durch
spezifische Moleküle, wie Lektine, Liganden oder Adhäsine, vermittelt. Nach initialer Ad-
häsion gehen die Mikroorganismen feste und irreversible Bindungen mit ihren Oberflächen
und untereinander ein, was zur Bildung von Mikrokolonien und zur Entstehung eines reifen
dreidimensionalen Biofilms führt. Wenn Biofilme eine bestimmte Größe erreicht haben, kön-
nen Teile von ihnen durch Scherkräfte abgelöst werden. Dieser Prozess ist von besonderer
medizinischer Bedeutung, da abgelöste Teile von Biofilmen als Emboli zu Verschlüssen des
peripheren Kapillarbetts führen können [42, 47, 142, 173].
Im Gegensatz zu bakteriellen Biofilmen bilden Candida - Biofilme komplexe Organisations-

strukturen aus Hefe- und filamentösen Zellen, die ebenfalls in eine selbstproduzierte Matrix
eingebettet sind [150]. Reife Biofilme von Candida (C.) albicans zeigen einen typischen zwei-
schichtigen Aufbau mit einer basalen Schicht, die vornehmlich aus Blastosporen besteht, und
einem darüber liegendem Netzwerk aus Hyphen und extrazellulärem Material [3, 135]. Die

1



1. EINLEITUNG 1.1. BIOFILME

Abbildung 1.1.: Phasen der Biofilmbildung (modifiziert nach Rendueles et. al. [203])

Ausbildung dieser Struktur verläuft in drei Phasen: Frühphase (0 - 11 h), Intermediärpha-
se (12 - 30 h) und Reifephase (38 - 72 h) [40]. Die Bildung des Biofilms beginnt mit dem
Kontakt der Zellen zu einer polymerischen Oberfläche oder unter morphogeneseinduzieren-
den Wachstumsbedingungen. Die Adhärenzzeit des Pilzes liegt je nach verwendetem Material
zwischen einer und drei Stunden, gefolgt von Knospung und Keimschlauchbildung [14, 92].
Die intermediäre Phase ist gekennzeichnet durch kontinuierliches Hyphenwachstum sowie
Matrixproduktion. Anschließend werden Tochterzellen gebildet und aus dem Netzwerk frei-
gesetzt [83]. In der Intermediärphase ist die Freisetzungsrate von Tochterzellen (Dispersion)
aus dem Biofilm am höchsten. Diese Tochterzellen sind unabhängig vom benutzten Medium
vorwiegend in der Hefenform [232]. In fließenden Systemen wird deutlich mehr extrazelluläre
Matrix als unter statischen Inkubationsbedingungen gebildet [13, 89, 90, 128].
Die Reifung des Biofilms ist mit einer Zunahme der Toleranz gegenüber antimikrobiellen
Substanzen, physikalischen Einflüssen und den Zellen des Immunsystems vergesellschaftet
[40, 84, 185]. Ursächlich hierfür könnte unter anderem die Interaktion der verschiedenen
Matrixproteine von unterschiedlichen Mikroorganismen sein, die eine hochviskose Matrix er-
zeugen und damit Zellen binden und Substanzen sequestrieren können [187]. So entsteht
z. B. durch C. albicans synthetisiertes und in der Matrix deponiertes β-1,3-Glucan eine
schwammartige Matrix, die Fluconazol-Moleküle daran hindert, ihre Zielstrukturen zu er-
reichen [7, 15, 40]. Das Antimykotikum wird dadurch wirkungslos [171].
Mikroorganismen können nicht nur an Oberflächen, sondern auch aneinander adhärieren. So
binden z. B. Bakterien an die Zellwände von C. albicans [54]. Dabei sind Staphylokokken in
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der Lage an beiden morphologischen Formen (Blastosporen und Hyphen) von C. albicans zu
adhärieren, wohingegen sich Pseudomonas (P.) aeruginosa ausschließlich an die filamentöse
Form von C. albicans anheftet [3, 182]. Darüber hinaus zeigt Staphylococcus (S.) aureus insge-
samt eine höhere Assoziation zu den Hyphen von C. albicans als P. aeruginosa (56 % versus
17 %) [188]. Die Adhäsion von Staphylokokken bedeutet für Candida eine massive Stress-
reaktion mit nachfolgend veränderter Genexpression. Die Virulenz von S. aureus nimmt in
Koexistenz mit C. albicans als Hefenform ab, mit der Hyphenform nimmt die Virulenz jedoch
zu [188]. Nach der Biofilmbildung von P. aeruginosa auf den Hyphen ist ein Absterben der
Candida - Zellen zu beobachten [96].

1.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ist in der Lage, schwere Infektionen der tiefen Atemwege vor allem bei vorge-
schädigter Lunge, Wundinfektionen und Sepsis hervorzurufen [177]. In einer multizentrischen
Punktprävalenzstudie zu Infektionen auf Intensivstationen wurden in 20 % der kulturell po-
sitiven Infektionen Pseudomonas spp. nachgewiesen [234]. In einer Sepsisstudie an älteren
Patienten war P. aeruginosa mit einer Positivrate von 8,3 % der zweithäufigste Erreger in
Blutkulturen, 7,1 % waren positiv für S. aureus und 2,6 % für C. albicans [205]. Bei Wund-
infektionen stellt P. aeruginosa einen der am häufigsten nachgewiesenen Keime dar, wobei
chronische Wunden, wie z. B. diabetische Ulzera oder Verbrennungswunden, besonders be-
troffen sind [69, 74, 78, 165, 238]. Nosokomiale Infektionen, wie z. B. Ventilator-assoziierte
Pneumonien, aber auch Entzündungen des Hörapparates, ulzerative Keratitiden bei Kontakt-
linsenträgern oder chronische Atemwegsinfektionen bei Patienten mit Cystische Fibrose stel-
len weitere Beispiele von Krankheitsbildern dar, die durch diesen Feuchtkeim hervorgerufen
werden können [101, 154, 223, S. 266–267]. Zu den Besonderheiten dieses stäbchenförmigen,
gramnegativen, fakultativ anaeroben Bakteriums zählen eine Vielzahl von Pathogenitäts- und
Virulenzfaktoren sowie die Fähigkeit, Biofilme zu bilden [156, 223, S. 525, S. 266].
Pili bzw. Flagellen spielen eine Rolle während des initialen Anhaftungsprozesses bzw. während
der Dispersion, sind aber für die eigentliche Biofilmproduktion von untergeordneter Bedeu-
tung [96]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass P. aeruginosa in Abwesenheit von C. albicans
langsamer wächst [30]. Innerhalb der Biofilme liegen anaerobe Bedingungen vor, was bei P.
aeruginosa eine veränderte Produktion von Enzymen zur Nitratnutzung nach sich zieht. Nicht
nur das Erreichen des Reifestadiums, sondern auch verschiedene Kohlenhydratsubstrate wie
z. B. Succinat, Citrat, Glutamat und Glukose sorgen für die Dispersion von Pseudomonas -
Zellen aus dem Biofilm [213].
P. aeruginosa ist intrinsisch unempfindlich gegen eine Vielzahl von Antibiotika. Eine ver-
stärkte Antibiotikaunempfindlichkeit, auch gegen Kombinationstherapien, konnte für Pseudo-
monas - Biofilme im Vergleich zu planktonisch oder als Monolayer wachsenden Pseudomona-
den nachgewiesen werden [1].
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Weitere Faktoren wie Quorum-sensing-Moleküle (z. B. N-Acyl-Homoserinlacton), das Vor-
handensein eines Typ-III-Sekretionssystems oder des Lipopolysaccharid-O-Antigens zählen
ebenso zu den Virulenzdeterminanten von P. aeruginosa wie verschiedene sezernierte zum
Teil antibiotisch wirkende Substanzen [88, 182]. Beispielhaft genannt seien das Exotoxin A,
welches sowohl in Säugerzellen oder Nematoden, als auch in Pflanzen die Inhibition der
Proteinsynthese bewirkt, Pyrrolnitrin, welches Enzyme der mitochondrialen Atmungskette
hemmt oder verschiedene Phenazine [226, 230]. Hierzu zählt das wasserlösliche, redoxakti-
ve, blau-grüne Phenazin-Pigment Pyocyanin sowie sein Abbauprodukt 1-Hydroxyphenazin.
Beide wirken antibakteriell und antifungal, senken die mukoziliäre Clearance durch Desorgani-
sation der Zilien, bewirken eine Zerstörung des respiratorischen Epithels und beeinträchtigen
die Funktionen von Neutrophilen und Lymphozyten, wodurch die Entstehung respiratorischer
Infektionen begünstigt wird [18, 70, 125, 221, 239]. Das Exopolysaccharid Alginat schützt P.
aeruginosa vor Phagozytose durch Abwehrzellen durch Bildung einer mukösen Schleimkapsel
und ist Hauptbestandteil der exopolymeren Matrix von Biofilmen [223, S. 266]. Alle genann-
ten Faktoren tragen zur großen klinischen Bedeutung von P. aeruginosa als Hospitalkeim
und Erreger vieler lebensgefährlicher Krankheiten bei [22, 55, 166].

1.3. Staphylococcus aureus

Aufgrund des hohen pathogenen Potenzials spielt S. aureus eine bedeutende Rolle in der
ambulanten und stationären Patientenbehandlung. Zudem ist die fortwährende Ausbreitung
hochresistenter Stämme, wie MRSA (Methicillin-resistenter S. aureus), ein vielschichtiges
Problem im Gesundheitswesen [113].
Seine hohe Tenazität sowie die Bildung einer Vielzahl von Virulenzfaktoren werden für die
weite Verbreitung dieser grampositiven, fakultativ anaeroben, koagulasepositiven Kokken als
Krankheitserreger verantwortlich gemacht [156, S. 558]. Die Zellwand besteht aus einer dicken
Peptidoglykanschicht, an der sich der sogenannte „clumping factor“ befindet. Dieser dient als
Rezeptor für Fibrinogen. Protein A, das ebenfalls mit der Peptidoglykanschicht verbunden
ist, verhindert durch die Bindung an das Fc-Stück von Immunglobulinen die Opsonierung
und damit die Phagozytose durch Zellen des angeborenen Immunsystems. Vor allem unter
dem Selektionsdruck der Phagozytose lässt sich in-vivo oft eine Kapsel aus Aminozuckerpo-
lymeren nachweisen. Zu den extrazellulären Produkten zählen u. a. die freie Koagulase, die
nicht nur Speziesmerkmal von S. aureus ist, sondern in Kombination mit dem o. g. Fibri-
nogenrezeptor für die Ausbildung eines Fibrinwalls sorgt, der die Erreger umscheidet [219].
Insbesondere die Staphylokinase, aber auch Lipasen, Hyaluronidasen und DNAsen sorgen
dann für eine fortschreitende Ausbreitung im Gewebe. Darüber hinaus produziert S. aureus
verschiedene Toxine, wie z. B. Hämolysine (α - ε), das Panton-Valentine-Leukozidin, Entero-
toxine, die für Nahrungsmittelvergiftungen verantwortlich sind, sowie die Exfoliatine A - C
und das Toxic-Shock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1), die akute lebensbedrohliche Erkrankungen
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beim Menschen hervorrufen können [201, 223, S. 187–188]. S. aureus kolonisiert bei 20 - 50 %
der Normalbevölkerung die Haut, insbesondere des Nasenvorhofs und des Perineums, seltener
Kolon, Rektum und Vagina. Ausgehend von diesen Lokalisationen ist er in der Lage, sowohl
oberflächliche als auch tiefe invasive Infektionen hervorzurufen. S. aureus verursacht 50 - 60 %
aller Osteomyelitiden, 15 - 40 % der Gefäßprotheseninfektionen und bis zu 30 % aller Fäl-
le von Sepsis und Endokarditis [223, S. 189–190]. 70 - 80 % aller Wundinfektionen werden
durch S. aureus hervorgerufen [69, 74, 78, 238]. Typische Krankheitsbilder sind Pyodermien,
Impetigo contagiosa, Pneumonien, Mastitis puerperalis, Parotitiden, aber auch Hirnabzesse
und Meningitiden sowie der Pemphigus neonatorum oder das Staphylococcal-Scalded-Skin-
Syndrom [223, S. 189-190]. Besondere Bedeutung kommt dem Erreger dadurch zu, dass etwa
90 % der Stämme Penicillinasen bilden und daher gegen „ungeschützte“ Penicilline resis-
tent sind. Kommen zusätzlich noch modifizierte Penicillin-bindende Proteine (PBP2a) hinzu,
werden alle Betalaktam-Antibiotika wirkungslos, da sie nicht mehr an die veränderten PBP
binden können [129]. Aufgrund der Referenzsubstanz in der Resistenztestung werden diese
Stämme als Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) bezeichnet. Die Bildung
modifizierter PBP beruht auf der Aufnahme des mecA- oder des mecC-Gens [108, 109]. Ge-
gen MRSA sind nur noch wenige Antibiotika-Gruppen wirksam [161]. S. aureus ist selbst in
Gegenwart von Serum kaum in der Lage auf abiotischen Oberflächen einen Biofilm zu bilden
[37]. Er kann aber Biofilm-assoziierte Infektionen ohne Fremdkörperbeteiligung, wie z. B.
die Nativklappen-Endokarditis, chronische Verlaufsformen der Osteomyelitis, persistierende
Wundinfektionen oder chronisch persistierende Infektionen der Atemwege bei Patienten mit
Cystischer Fibrose verursachen [6, 47, 241]. Darüber hinaus ist er häufig in polymikrobiel-
len Biofilmen nachweisbar. Im polymikrobiellen Biofilm mit C. albicans bindet er an dessen
Hyphen und bildet dort oberflächliche Mikrokolonien aus [83, 188]. In Biofilmen nimmt der
Sauerstoffgradient von der Oberfläche zur Basis ab. Dadurch sind Wachstum, Proteinsynthese
und metabolische Aktivität an der Oberfläche des Biofilms am stärksten und im Zentrum des
Biofilms am geringsten ausgeprägt [19]. Die am langsamsten wachsenden Zellen im Zentrum
sind am tolerantesten gegenüber sekundär bakteriziden Antibiotika, wie Betalaktamen, die
nur auf proliferierende Bakterien wirken und können dadurch im Biofilm persistieren [59].
Persisterzellen, auch „small colony variants“ (SCV) genannt, zeigen sich in der Kultur auf
Columbia-Agar als sehr kleine, nicht hämolysierende, unpigmentierte Kolonien [52]. Sie wur-
den vor allem bei Antibiotika-refraktären, rekurrierenden und persistierenden Infektionen,
wie der chronischen Osteomyelitis und chronischen Haut- und Weichteilinfektionen beschrie-
ben [2, 21, 52, 95, 117]. Bei 6,6 % der an Cystischer Fibrose erkrankten Patienten konnte der
SCV-Phänotyp nachgewiesen werden [233]. SCVs verschaffen sich außerdem einen Überle-
bensvorteil dadurch, dass sie Wirtszellen besser invadieren können als S. aureus - Zellen ohne
SCV-Phänotyp. Die Wirtszellen werden nicht lysiert, möglicherweise weil der SVC-Phänotyp
nur wenig oder gar kein Alpha-Toxin bildet [52]. Die intrazelluläre Lage schützt vor dem
Angriff des Immunsystems und vor Antibiotika.
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1.4. Candida albicans

C. albicans ist nur eine von circa 200 Spezies der Gattung Candida. Sie hat sich jedoch evo-
lutionär am besten an Warmblüter angepasst. C. albicans ist Bestandteil der physiologischen
Flora des Menschen und besiedelt vor allem die Mundhöhle (bis zu 40 % positive Sputum-
proben bei gesunden Menschen), die Kolon-Rektum-Region und die Vagina. Eine Infektion
mit dieser einzelligen, kugelförmigen Hefe zählt zu den häufigsten Ursachen pilzbedingter
Mortalität beim Menschen [76, 156, S. 815–816]. C. albicans verursacht bis zu 75 % aller
Candida - Infektionen und über 60 % der invasiven Candidosen, welche v. a. bei immunsup-
primierten Patienten mit einer hohen Mortalität vergesellschaftet sind [31, 200]. So konnte
in einer Punktprävalenzstudie zu Infektionen auf Intensivstationen bei 17 % aller Patienten
eine Infektion mit C. albicans nachgewiesen werden [234]. Der Nachweis im Respirationstrakt
war assoziiert mit einer verlängerten Beatmungsdauer bzw. Liegezeit auf Intensivstationen
sowie mit einer längeren Aufenthaltsdauer im Krankenhaus im Vergleich zu Patienten, die
keine Besiedlung mit C. albicans vorwiesen [177]. Darüber hinaus stellt eine Besiedlung des
Respirationstraktes mit C. albicans einen unabhängigen Risikofaktor für eine P. aeruginosa -
Pneumonie dar [12].
Zu den bezeichnenden Eigenschaften gehören die veränderlichen Zellmorphologien, die Fä-
higkeit den Koloniephänotyp mit hoher Frequenz zu ändern und die genomische Diversität
durch Chromosomenshuffling [33, 134]. C. albicans ist ebenfalls in der Lage, eine Kapsel zum
Schutz vor Phagozytose und schädlichen Umwelteinflüssen zu bilden. Der wichtigste Patho-
genitätsfaktor ist die Fähigkeit, in Abhängigkeit von äußeren Umwelteinflüssen binnen kurzer
Zeit die Morphe von einer unizellulären Hefeform (Blastospore) in eine filamentöse Form (Hy-
phe und Pseudohyphe) zu verändern (= Dimorphismus). Bei einer Temperatur unter 37 °C,
einem pH-Wert unter 4 oder einer Zelldichte über 107 Zellen/ml existiert C. albicans in der
Hefenform. Pseudohyphen (unparallel und dicker als 2 µm) entsprechen elongierten, anein-
ander liegenden Hefezellen, die den Anschein von Verzweigungen erwecken. Echte Hyphen
(parallele Wände, 2 µm Zellbreite und Septen zur Trennung der Zellkerne) bilden sich z. B.
in Gegenwart von Serum bei 37 °C und einem pH von 7 aus [29, 76, 150, 151]. Viele weitere
Faktoren wie Nährstoffangebot und chemische Signalstoffe (Quorum-sensing-Moleküle) sind
an der morphologischen Transition beteiligt [97]. Eine besondere Bedeutung kommt der He-
fenform in der Phase der Dissemination zu, während die Transformation in die Hyphenform
für die Adhärenz und Penetration von Epithelschichten und damit für die Gewebeinvasion
essentiell ist [76, 188, 214]. An der Gewebeinvasion sind außerdem sezernierte Degradationsen-
zyme beteiligt, zu denen saure Aspartylproteinasen und Phospholipasen zählen [105, 134, 223,
S. 604 – 605].
Im Biofilm finden sich alle drei Morphotypen, wobei die basale Schicht aus dicht gepack-
ten, den Biofilm an der Oberfläche verankernden Hefenformen besteht. Darüber findet sich
eine Schicht mit senkrecht orientierten Hyphen gefolgt von einer zunehmend lockeren Hyphen-
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schicht, die vor allem unter Sauerstoffmangel vermehrt gebildet wird [14, 40]. C. albicans zeigt
im Vergleich zu anderen Candida spp. ein signifikant stärkeres Biofilm-Wachstum [87, 92].
Hervorzuheben ist die hohe Antimykotikaunempfindlichkeit von Candida - Biofilmen. Intak-
te Biofilme sind unempfindlich gegenüber einer Vielzahl antifungal wirkender Substanzen,
z. B. Amphotericin B oder Azolen wie Voriconazol [14, 90, 136]. Eine Antibiotikabehand-
lung mit Clindamycin, Penicillin G oder Vancomycin kann durch Zerstörung der obligat
anaeroben bakteriellen Mikroflora ein überproportionales Wachstum von C. albicans im Ga-
strointestinaltrakt oder in der Vagina begünstigen, da diese als Platzkonkurrenten eine zu
starke Candida - Proliferation unter Normalbedingungen verhindern [123, 134]. Durch die
genannten Virulenzfaktoren sowie die große Anpassungsfähigkeit kann C. albicans ein brei-
tes Spektrum von Krankheiten beim Menschen auslösen. Hierzu zählen die symptomatische
Besiedelung der Schleimhäute (z. B. Vaginalmykose, Mundsoor), verschiedene Hautmykosen
(z. B. intertriginöse Candidiasis, Onychomykose) sowie die Candidämie mit disseminierten
Organmykosen, die mit einer Letalität von bis zu 40 % vergesellschaftet sind [223, S. 605 –
606].

1.5. Zell-Zell-Kommunikation in Biofilmen

In-vitro-Studien komplexer mikrobieller Gemeinschaften zeigten, dass die Interaktionen in-
nerhalb einer oder zwischen verschiedenen Spezies durch kleine, in das extrazelluläre Milieu
sezernierte, Signalmoleküle vermittelt werden. Hierzu gehören neben extrazellulären Virulenz-
faktoren oder sekundären Metaboliten auch Quorum-sensing (QS)-Moleküle [79, 97, 124]. Das
QS-System ist ein Dichte- und Dosis-abhängiges interzelluläres Kommunikationssystem, das
die Genexpression innerhalb einer Spezies oder zwischen verschiedenen Spezies koordiniert
[242]. Es basiert auf der Bildung und Erkennung (sensing) selbstgenerierter Signalmoleküle,
deren Expression oder Repression von der Populationsdichte (quorum) und der Beschaffen-
heit der Umgebung abhängen. QS-Systeme steuern die Expression einer Vielzahl exogener
Virulenzfaktoren und sekundärer Metabolite, kontrollieren die Biofilmbildung und sind we-
sentlich an der Entwicklung von polymikrobiellen Gemeinschaften beteiligt, die sowohl aus
Prokaryonten als auch aus Eukaryonten bestehen können [45]. Die QS-Systeme von P. ae-
ruginosa und C. albicans sind inzwischen sehr gut untersucht. P. aeruginosa produziert drei
Signalmoleküle, das 3-Oxo-C12-Homoserinlakton (HSL), das C4-HSL und das P. aeruginosa-
Quinolon-Signal (PQS) 2-Heptyl-3-Hydroxy-4-Quinolon und reguliert damit z. B. die Bildung
von Elastasen, Exotoxin A, alkalischer Protease, Chitinase, Lektin, Rhamnolipid, Pyocyanin,
Phenazin, Superoxid-Dismutase und Katalase [115]. C. albicans bildet mindestens zwei QS-
Signalmoleküle - E,E-Farnesol und Tyrosol - die beide den Dimorphismus und die Biofilm-
bildung von C. albicans beeinflussen [8, 103, 194]. Farnesol inhibiert bei P. aeruginosa die
Bildung des PQS durch die Hemmung der Transkription des pqsA-Operons und reduziert
damit die Bildung von Pyocyanin [43]. Bei S. aureus bewirkt Farnesol eine Hemmung der
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Biofilmbildung, eine Reduktion der Lipaseaktivität durch kompetetive Hemmung des kata-
lytischen Zentrums sowie eine verminderte Bildung von Plasma-Koagulase. Die Hemmung
der Bildung von β-Laktamasen führt zu einer zunehmenden Wirksamkeit von Betalaktam-
Antibiotika [111, 137, 138].
Darüber hinaus produziert C. albicans Prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 gehört zu den Eico-
sanoiden, einer Familie von 20-Karbonfettsäure-Metaboliten. Ausgehend von der Arachidon-
säure (AA), die Bestandteil humaner Zellmembranen ist, wird durch die Cyclooxygenasen
1 und 2 (COX-1 und -2) zunächst PGH2 gebildet, aus dem durch die PGE-Synthase PGE2

entsteht. Es sind 4 Prostaglandin E2-Rezeptoren bekannt (EP1-4), die alle an sensorischen
Neuronen zu finden sind. PGE2 kommt daher eine wesentliche Bedeutung bei der Wahrneh-
mung und Verarbeitung von Schmerz zu [122, 217]. PGE2 reguliert außerdem den Tonus der
glatten Muskulatur, was insbesondere am Uterus von klinischer Relevanz ist. Eine allgemeine
Vasodilatation, die Erweiterung des Bronchialsystems sowie die Erhöhung der Mucinproduk-
tion im Magen sind weitere Effekte [152, S. 421–422]. Des Weiteren löst PGE2 Fieber aus
und beeinflusst das Immunsystem, indem es die Aktivierung, die Reifung und die Freisetzung
von Zytokinen sowie die Migration von Säugerzellen, insbesondere die der angeborenen Im-
munabwehr, reguliert [5, 17, 75, 118, 179].
C. albicans ist bekannt als kommensaler Mikroorganismus gesunder Menschen, aber dennoch
in der Lage, disseminierte oder chronische Infektionen auszulösen, wenn die Schleimhaut-
barriere verletzt oder die Immunantwort des Wirtes inadäquat ist. Im Rahmen der Ent-
zündungsreaktion kommt es zu Zelluntergängen, wodurch AA freigesetzt wird. C. albicans
besitzt keine AA, ist aber in der Lage, aus externen Arachidonsäure-Quellen authentisches
Prostaglandin E2 zu synthetisieren [57, 176, 175]. Die Bildung von PGE2 bei C. albicans
erfolgt über andere Wege als bei menschlichen und tierischen Zellen, da das Genom von C.
albicans kein Cyclooxygenase-Homolog aufweist. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das
Fettsäure-Homolog ole2 und das Kupfer-Oxidase-Homolog fet3 in die PGE2-Synthese von C.
albicans involviert sind [57].
PGE2 kann die Th1-Immunantwort, die Phagozytose und die Lymphozyten-Proliferation
hemmen und eine Th2-Antwort auslösen, was zur Entwicklung chronischer C. albicans - In-
fektionen führen kann [57]. In C. albicans - Biofilmen wird verstärkt PGE2 gebildet. Es
kumuliert im Biofilm und begünstigt den Übergang von der Hefen- zur Hyphenform. PGE2

reguliert damit den wichtigsten Virulenzmechanismus von C. albicans, den Dimorphismus,
und begünstigt die Kolonisation von Geweben und Fremdkörpern [9, 57, 119, 176]. Bei Pati-
enten mit Cystischer Fibrose war die chronische Kolonisation bzw. Infektion der Atemwege
durch C. albicans mit einer Verschlechterung der Atemfunktion vergesellschaftet [71].

Somit könnte PGE2 einen signifikanten Einflussfaktor in Biofilm-assoziierten Infektionen
darstellen. Zudem werden weitere physiologische Mechanismen durch Prostaglandin E2 mit-
reguliert.
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1.6. Cystische Fibrose

Ein klassisches klinisches Beispiel für ein gemeinsames Vorkommen von C. albicans, P. aeru-
ginosa und S. aureus stellt die Cystische Fibrose dar. Die auch als Mukoviszidose bekannte
autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung wird durch Mutationen im "cystic fibrosis"(CF)-Gen
verursacht, was eine Funktionsveränderung des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR)-Proteins mit sich bringt. Dieser Defekt führt zur Bildung zähflüssiger Se-
krete durch exokrine Drüsen und damit zu Problemen im Digestiv- und Atemtrakt [25]. Die
gehäuft auftretenden Infektionen und die daraus folgenden chronischen Entzündungen zerstö-
ren über längere Zeit die Lungenstruktur. Des Weiteren ist die Nährstoffaufnahme aus dem
Gastrointestinaltrakt erschwert, sodass viele CF-Patienten nur schwer ein gesundes Körper-
gewicht erreichen. In Deutschland beträgt die Inzidenz bei Geburt 1:3300 bei einer Prävalenz
von 0,829 auf 10000 Menschen. Mehr als 39 % haben eine F508-Deletion, bei knapp 47 %
dieser Fälle sind beide Allele von der Mutation betroffen [44, 60].
Auf biochemischer Ebene betrachtet handelt es sich bei dem CFTR-Protein um einen cAMP-
abhängigen Chlorid- und ATP-Kanal [202]. Je nach der Art der Störung bei der Bildung des
CFTR-Proteins werden fünf Klassen unterschieden: I - keine Synthese, II - Prozessierungs-
block, III - Regulierungsblock, IV - veränderte Leitfähigkeit, V - reduzierte Synthese. Folglich
führen diese Veränderungen zu einer defizienten mukoziliären Clearance, zu einer bronchialen
Obstruktion und zu einem gehäuften Auftreten von Infektionen [4, 95, 208].
Die chronische Infektion mit P. aeruginosa ist die Hauptursache für die Mortalität [102]. Im
ersten Lebensjahrzehnt stellen S. aureus und Haemophilus influenzae die häufigsten Erreger
dar. Bei über 60 % der Patienten konnte mindestens einmal der Nachweis einer positiven
Kultur von S. aureus erbracht werden [233]. C. albicans ist in der Altersgruppe von 11 - 15
Jahren am häufigsten vertreten, insgesamt konnte er bei ca. 75 % aller Patienten beobachtet
werden [16, 157, 233].
In der zweiten und dritten Lebensdekade steigt der Anteil von Patienten, die mit P. aerugino-
sa kolonisiert sind, deutlich [229, 233]. Die Besiedlungsraten liegen in dieser Altergruppe bei
ca. 70 % [16, 21]. Bei Mukoviszidose stehen supportive atemwegsreinigende Therapieoptio-
nen neben der Antibiotika-Therapie zur Verfügung. Beispiele für supportive Therapien sind
Perkussion und posturale Drainage, Exspiration gegen positiven Druck, hochfrequente Tho-
raxkompressionen oder sportliche Betätigung [64]. Intravenöse Antibiotikatherapien sollten
nur im stationären Setting durchgeführt werden [63]. Hierbei sollte gerade in milden Erkran-
kungsphasen die Monotherapie der Kombinationstherapie vorgezogen werden. In den letzten
Jahren hat die Inhalationstherapie mit Antibiotika zunehmend an Bedeutung gewonnen. Die
Antibiotika können dadurch in hohen Konzentrationen direkt an den Wirkort transportiert
werden. Bei persistierender Pseudomonas-Infektion kann laut der amerikanischen Leitlinie
neuerdings mit Aztreonam inhaliert werden [167, 198]. Die in Deutschland geltende AWMF-
Leitlinie empfiehlt zur Eradikation von P. aeruginosa in den tiefen Atemwegen zur inhalativen
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Therapie Colistin (in Kombination mit oraler Gabe von Ciprofloxacin) oder Tobramycin [170].
Die US-amerikanische Cystic Fibrosis Foundation offeriert einen neuen Therapieansatz mit
Ivacaftor, einem CFTR-Potentiator, sofern eine G551D-CFTR-Mutation vorliegt (4,3 % aller
CF-Patienten) [44, 167, 244]. Des Weiteren sollte mit Dornase alfa und hypertoner Kochsalz-
lösung inhaliert werden. Die Benutzung von Kortikosteroiden bei einer akuten Exazerbation
oder kontinuierliche β-Laktam-Antibiotika-Infusionen werden nicht empfohlen [63, 167].

1.6.1. Biofilm bei Cystischer Fibrose

Gerade in der Pathogenese der CF spielen Biofilme eine wichtige Rolle [98]. Für P. aeruginosa
konnte gezeigt werden, dass sich mit der Krankheitsdauer auch die Virulenz der Erreger durch
Adaptation verändert. In frühen Krankheitsstadien erfolgt die Infektion mit nicht-mukoiden
P. aeruginosa [146, 233]. Die in einem späterem Krankheitsstadium gewonnenen Pseudo-
monas spp. waren weniger virulent. Sie zeigten keine Pilus-Beweglichkeit oder Pyocyanin-
Produktion sowie eine reduzierte Sekretion von Proteasen, waren aber weiterhin zur Invasion
fähig und produzieren im Gegenzug mehr Faktoren, die für eine persistierende Infektion sor-
gen [28, 160, 216]. Hierzu zählt die Überproduktion von Alginat (Exopolysaccharid) durch
den mukösen Morphotypen, der für eine Persistenz in der Lunge sorgt und somit die frustrane
Immunantwort des Körpers unterhält [112, 149, 233]. Hierdurch kommt es zu einer chroni-
schen Gewebedestruktion mit folgender respiratorischer Insuffizienz [223, S. 267]. Bis zu 80 %
aller erwachsenen Mukoviszidose-Patienten haben eine chronische P. aeruginosa - Infektion
[99]. Über die letzten 20 Jahre konnte eine deutliche Zunahme der Infektionsraten mit S. au-
reus beobachtet werden. In einer Studie aus dem Jahr 2012 wurde bei 69 % der CF-Patienten
in den USA eine S. aureus - Infektion nachgewiesen, 26,5 % davon waren Methicillin-resistent
(MRSA). Durch die aggressiven Therapieregime sanken indessen die Infektionsraten durch
P. aeruginosa auf unter 50 %. S. aureus ist somit der am häufigsten nachgewiesene Erreger
in den Atemwegen bei Patienten mit Cystischer Fibrose [44, 215]. Bei etwa 2 % der Patienten
mit persistierender S. aureus - Infektion konnten mukoide S. aureus - Isolate nachgewiesen
werden. Diese besitzen einen Überlebensvorteil durch besseren Schutz gegen Neutrophile und
können somit länger in der CF-Lunge persistieren [215]. Zudem konnte festgestellt werden,
dass unter anaeroben Bedingungen, wie sie in den Mukus-Plaques der CF-Lunge vorliegen,
die Produktion interzellulärer Adhäsionspolysaccharide bei S. aureus stark anstieg [231, 240].

1.7. Fragestellung

Ziel der Arbeit ist es, modellhaft das komplexe Zusammenwirken von Prokaryonten (S. aureus
und P. aeruginosa) und Eukaryonten (C. albicans) im polymikrobiellen Biofilm zu untersu-
chen. Ein Krankheitsbild, bei dem es regelhaft zum Auftreten von Biofilmen von aller drei
Mikroorganismen kommt ist die Cystische Fibrose. Bei Kindern mit Cystischer Fibrose haben
Beobachtungen gezeigt, dass eine Eradikation von S. aureus zu einer früheren Besiedlung mit
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P. aeruginosa führt [199]. Candida spp. und Schimmelpilze werden als reine Kolonisations-
keime angesehen und in der Regel nicht behandelt. Die Therapie zielt in erster Linie auf die
antibiotische Behandlung von P. aeruginosa im Falle einer Exazerbation, wohl wissend, dass
die Antibiotika-Testung in-vitro nicht die besonderen Verhältnisse der CF-Lunge widerspie-
gelt [63]. Vor allem supportive Maßnahmen haben bei diesen Patienten zu einer Lebensver-
längerung in mittlere Lebensalter geführt [64]. Rekurrierende Infektionen schädigen jedoch
die Lunge zusätzlich, sodass im finalen Stadium die Lungentransplantation unumgänglich ist
[223]. Diese ist jedoch zur Zeit noch mit einer hohen Mortalität behaftet (5-Jahres-Überleben
59,6 %) [86]. Durch die morphologische und quantitative Untersuchung der Biofilme sowie
der Effekte von Quorum-sensing-Molekülen sollen tiefere Einblicke in die Regulation von po-
lymikrobiellen Gemeinschaften gewonnen werden, um daraus gegebenenfalls neue alternative
Therapieansätze ableiten zu können.
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2. Material und Methoden

Die Auflistung der verwendeten Materialien erfolgt in tabellarischer Form unter Angabe des
Herstellers.

2.1. Material

2.1.1. Geräte
Autoklavenautomat Heraeus Instruments
Brutschrank - Bakterien (GFL 3032) GFL
Dampfsterilisator (Varioklav) H+P
Dichtemessgerät (Vitek DensiCheck) BioMérieux
Digitalwaage (MXX-412) Denver Instruments
Fluoreszenzmikroskop (BX 51) Olympus
Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus Instruments
Inkubator (Cytoperm 2) Heraeus Instruments
Kühlschrank (Liebherr Comfort) (8 °C und -18 °C) Liebherr
Mikroplatten-Reader (Dynatech MR 5000) Milenia Biotec
Multidetektion-Mikroplatten-Reader (Synergy HT) BioTek
Phasenkontrastmikroskop (IMT-2) Olympus
Pipetten (verschiedene Zugvolumina) Eppendorf
Schwenkinkubator - Pilze (Inkubator 1000 Heidolph
und Unimax 1010)
Spektrophotometer Eppendorf
Tischzentrifuge (Centrifuge 5415 C) Eppendorf
Ultraschallgerät (Ultrasonic Cleaner 200 T) VWR
Ultrazentrifuge (Omnifuge 2.0 RS) Heraeus Sepatech
Vortexer (Reax 1) Heidolph
Zellzähler (Cell-Dyn 1800) Abbott
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien
Aluminiumfolie Laborbedarf
Entsorgungsbeutel Carl Roth
Gewebekulturplatten (6 Vertiefungen) Greiner Bio-One
Gewebekulturplatten (12 Vertiefungen) Greiner Bio-One
Gewebekulturplatten (96 Vertiefungen) VWR
Gewebekulturplatte mit Anti-Kaninchen-IgG- Cayman
Beschichtung und Deckel
Gewebekulturplatte mit Anti-Maus-IgG-Beschichtung
und Deckel

Cayman

Glaswaren (Spatel, Zentrifugenröhrchen) Laborbedarf
Latexhandschuhe (Peha-soft®) Paul Hartmann
Mullkompressen Fuhrmann
Nagellack Drogeriehandel
Nitrilhandschuhe (Nobaglove®) Noba Verbandmittel Danz
Objektträger und Deckgläser Thermo Scientific
Pinzetten Laborbedarf
Pipettenspitzen 100 µl (Ultratip) Greiner Bio-One
Pipettenspitzen 1000 µl Sarstedt
Plastikdeckgläschen, steril (CellCulture Coverslips -
Thermanox Plastic 13 mm)

Thermo Fisher Scientific

Plastikösen (1 µl / 10 µl) Greiner Bio-One
Sicherheitsröhrchen (Safe-lock tubes) (1,5 ml / 2 ml) Eppendorf
Spritzenfilter Carl Roth
Stieltupfer (Raucotupf) Lohmann-Rauscher
Zellschaber Nunc
Zentrifugenröhrchen (15 ml / 50 ml) Greiner Bio-One

2.1.3. Mikroorganismen

Für die Untersuchungen der polymikrobiellen Biofilme von Hefepilzen und Bakterien wur-
den die in Tabelle 2.1 aufgezeigten Mikroorganismen verwendet. Bei den Patientenstämmen
handelt es sich um klinische Isolate aus diagnostischen Proben, die an das Institut für Medi-
zinische Mikrobiologie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg gesendet wurden.
Die beiden hier verwendeten Mutanten M134 und M1096 entstanden durch schrittweise
Mutagenese von C. albicans SC 5314. Bei dem Stamm M134 sind im Vergleich zum El-
ternstamm SC 5314 beide URA3-Gene (Orotodin-5’-Monophosphat-Dekarboxylase) dele-
tiert worden (= Ura3-Null-Mutante; siehe Tabelle 2.1). Der Stamm wird in der Literatur als
CAI-4 bezeichnet [65, 68]. C. albicans M134 wurde als Ausgangsstamm für die Disruption
der Multicopper-Oxidase-Gene fet31 (früher als fet3 bezeichnet) verwendet. Fet31-defiziente
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Stämme produzieren geringere Mengen an PGE2, da das Multicopper-Oxidase-Homolog fet31
in die Prostaglandin E2-Synthese von C. albicans involviert ist [57].
Die Mutanten wurden uns vom Hans-Knoell-Institut Jena zur Verfügung gestellt.

Gattung Stamm Referenz/Quelle
Candida albicans SC 5314 wt-Laborstamm, URA3/URA3, Farnesol-

produzierend [72]
Candida albicans ATCC 10231 wt-Laborstamm, Farnesol-negativ [104]
Candida albicans M134 prototroph, URA3-Null-Mutante von SC

5314, (ura3-/- rps1::URA3/RPS); iden-
tisch mit CAI-4 [68]; kurz als ura3-/- be-
zeichnet

Candida albicans M1096 prototroph, identisch mit FET31-
Nullmutante von CAI4, (ura3-/- fet31-/-
::URA3-/-); [49]; kurz als ura3-/- fet31-/-
bezeichnet

Candida albicans VA 31883 Patientenisolat, Sputum von einem Patien-
ten mit CF

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Laborstamm, motil, nicht mukoid [148]
Staphylococcus aureus VA 19552 Patientenisolat, aus Rachenabstrich von ei-

nem Patienten mit CF
Staphylococcus aureus VA 31883 Patientenisolat, Sputum von einem Patien-

ten mit CF

Tabelle 2.1.: Mikroorganismen

2.1.4. Kulturmedien und -platten

Chromagar Candida BD
Columbia 5 % Schafblut - Agar BD
LB-Nährmedium (Luria Broth Base - Invitrogen
Miller’s LB Broth Base)
MacConkey-Agar No. 3 Oxoid
Mannitol-Kochsalz-Agar (Chapman) BioMérieux
TSB-Nährmedium (Tryptone Soya Broth) Oxoid
YPD-Nährmedium (Yeast Peptone Dextrose) Sigma
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2.1.5. Chemikalien
Calcofluor-white (lyophilisiertes Pulver) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Lonza
ohne Ca und Mg
Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Lonza
mit Ca und Mg
Essigsäure 99 %-ig Sigma
EIA Carbonatpuffer Cayman
EIA Phosphatpuffer Cayman
EIA Pufferkonzentrat Cayman
EIA Waschpufferkonzentrat Cayman
Ellman’s Reagenz Cayman
Ethanol (99,9 % und 70 %) Zentralapotheke
Farnesol Sigma-Aldrich
Fetales Kälberserum (fetal bovine serum) Gibco
FUN-1 Zellfärbung (10 mM Lösung in DMSO) Invitrogen
Glycerol gepuffert mit PBS (pH 8,4) Euroimmun
Kristallviolett Sigma
Methanol J.T.Baker
Natriumchlorid (NaCl) Zentralapotheke
Polysorbat 20 Cayman
Prostaglandin E2 Sigma
Prostaglandin E2 Antikörper (monoklonal) Cayman
Prostaglandin E2 AChE-Tracer Cayman
Prostaglandin E2 EIA Standard Cayman
Prostaglandin E Metabolite EIA Antiserum Cayman
Prostaglandin E Metabolite EIA AChE-Tracer Cayman
Prostaglandin E Metabolite EIA Standard Cayman
RPMI-1640 mit L-Glutamin (Zellkulturmedium) Gibco
Sputasol® (Liquid) Oxoid
Tyrosol Sigma-Aldrich
XTT Trevigen
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2.2. Methoden

Die kulturelle Anzucht des Biofilms, die Phasenkontrastmikroskopie sowie die konfokale
Laser-Raster-Mikroskopie orientierten sich an den von Chandra et al. publizierten Metho-
den [40]. Die Modifikationen sind in den folgenden Abschnitten beschrieben.
Die verwendeten Patientenisolate wurden im Diagnostiklabor des Institutes für Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene aus klinischen Proben von Patienten mit Cystischer
Fibrose angezüchtet. Dazu wurden Sputumproben mit steriler Kochsalzlösung im Verhältnis
1:1 homogenisiert und anschließend auf verschiedenen Agarplatten ausgestrichen. Die Platten
wurden 2 Tage bei 37 °C, zwei Tage bei 30 °C und 3 Tage bei Raumtemperatur bebrütet. Die
Rachenabstriche wurden in gleicher Weise verarbeitet, allerdings ohne Homogenisierung. Die
Isolate wurden mit Hilfe des Massenspektrometers Vitek MS (Firma BioMérieux) identifiziert
und unter Verwendung des MicrobankT M -Systems (Firma Bestbion) nach Herstellerangaben
bei -80 °C asserviert.

2.2.1. Anlegen von Stockkulturen

Für die Nutzung in den Experimenten wurden von allen verwendeten Mikroorganismen Stock-
kulturen angelegt. Dazu wurden die Stämme aus dem MicrobankT M -System auf Columbia-
Agar mit 5 % Schafblut (Schafblut-Agar) ausgeimpft und über Nacht bei 37 °C und Raumluft
inkubiert. Am Folgetag wurden Subkulturen auf Schafblut-Agar angelegt, die für weitere 24 h
bei gleichen Bedingungen inkubiert wurden. Von den Subkulturen wurden 2 - 3 Kolonien in
das entsprechende Flüssigmedium (YPD für C. albicans, LB für P. aeruginosa, TSB für S.
aureus) eingebracht und über Nacht (16 - 20 h) bebrütet. 1,6 ml der jeweiligen Flüssigkul-
tur wurden in 2 ml-Eppendorf-Röhrchen mit 0,4 ml Glycerol versetzt, so dass eine 20 %-ige
Stocklösung entstand. Die Eppendorf-Röhrchen wurden bei -80 °C tiefgefroren. Am Folgetag
wurde von jeder der angefertigten Stockkulturen mit einer 10 µl-Öse Material entnommen,
auf Schafblut-Agar ausgeimpft und nach 24 h und 48 h visuell auf Reinheit überprüft. Die
Stockkulturen wurden alle 4 Wochen bzw. nach 3-maliger Verwendung verworfen.

2.2.2. Anzucht der Stämme aus Stockkulturen

Die Bakterien wurden zunächst aus den Glycerolstocks auf Schafblut-Agar ausgeimpft und
für 24 h bei 37 °C bebrütet. Danach wurden von der ersten Subkultur je 3 - 5 Kolonien
in 5 ml TSB-Bouillon (S. aureus) bzw. LB-Flüssigmedium (P. aeruginosa) gegeben und bei
37 °�C und 5 % CO2 unter Agitation (180 rpm) inkubiert. Ein Milliliter der Flüssigkultur
wurde in 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen bei 8000 U/min 10 min zentrifugiert. Der Überstand
wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml DPBS gewaschen
und anschließend in dem für das entsprechende Experiment erforderlichen Kulturmedium
resuspendiert. Die C. albicans - Stämme wurden in 100 ml YPD-Medium bei 30 °C unter
Agitation mit 180 rpm inkubiert. Anschließend wurden 8 ml Flüssigkultur bei 1500 U/min
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zentrifugiert. Das Pellett wurde zweimal mit je 8 ml DBPS gewaschen und hiernach ebenfalls
in dem entsprechenden Kulturmedium resuspendiert.

2.2.3. Kultivierung von Biofilmen

In dieser Arbeit wurden sowohl duale als auch polymikrobielle Biofilme untersucht und mit
monomikrobiellen Biofilmen von C. albicans, S. aureus und P. aeruginosa verglichen. Pri-
mär lag der Focus auf der Untersuchung der Bedeutung von C. albicans für die Ausbildung
gemischter Biofilme, wie sie z. B. in der Lunge von CF-Patienten vorkommen (Teil 1 der
Arbeit). Aus diesem Grund wurden folgende Kombinationen gewählt:

1. C. albicans mit P. aeruginosa

2. C. albicans mit S. aureus

3. C. albicans mit P. aeruginosa und S. aureus

Im Folgenden wird bei Kombination von C. albicans mit einem Bakterium von „dualen Bio-
filmen“ und bei Verwendung von allen drei Mikroorganismen von „polymikrobiellen Biofil-
men“ gesprochen. Zur Anzucht der Biofilme wurden Flachboden-Gewebekulturplatten aus
Polystyren verwendet. Zur Bestimmung der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) wurden Ge-
webekulturplatten mit 12 Vertiefungen gewählt. Für die Fluoreszenzfärbungen wurden die
Biofilme auf Polystyren-Scheiben (slides) mit einem Durchmesser von 13 mm angezüchtet,
die in Gewebekulturplatten mit 6 Vertiefungen eingelegt wurden. Die 6- bzw. 12-Lochplatten
wurden mit jeweils 1 ml Pilz- oder Bakteriensuspension beimpft. Die Vertiefungen wurden
anschließend mit Medium auf ein Gesamtvolumen von 3 ml aufgefüllt.
Zur Bestimmung der Biofilm-Dicke mit dem Kristallviolett- bzw. mit dem XTT-Assay wur-
den die Biofilme in Platten mit 96 Vertiefungen kultiviert. Dazu wurden die Vertiefungen mit
je 50 µl der Pilz- oder Bakteriensuspension beimpft. Die Vertiefungen wurden anschließend
mit Medium auf ein Gesamtvolumen von 150 µl aufgefüllt.
C. albicans wurde am Hämozytometer auf eine Konzentration von 3x106 Zellen/ml, die Bak-
terien auf einen McF = 0,5 (ca. 1x108 Zellen/ml) eingestellt. Als Medium wurde RPMI mit
10 % FCS verwendet. Die Bebrütung erfolgte bei bei 37 °C und 5 % CO2 in feuchter Atmo-
sphäre zunächst ohne Agitation.
Für Untersuchungen zur Adhäsion der Mikroorganismen wurden die Platten für die Dauer von
1 h, 2 h und 3 h inkubiert. Zur Untersuchung der Biofilmbildung wurden Inkubationszeiten
von 12 h, 24 h und 96 h gewählt, wobei nach 3 h Adhäsion ein Mediumwechsel durchgeführt
wurde, um nicht adhärente Zellen zu entfernen. Von jeder Probe wurde eine Dreichfachbe-
stimmung durchgeführt.
Um die Effekte des Mediumwechsels auf die Biofilmbildung nach 96 h zu überprüfen, wurde in
einem weiteren Ansatz zusätzlich zum ersten Mediumwechsel nach drei Stunden nach jeweils
24 h ein weiterer Mediumwechsel durchgeführt, also nach 24 h, 48 h und 72 h.

17



2. MATERIAL UND METHODEN 2.2. METHODEN

Zur weiteren Untersuchung dualer C. albicans - S. aureus - Biofilme (Teil 2 der Arbeit)
wurden die Anzuchtbedingungen adaptiert. Dazu wurden Gewebekulturplatten mit 12 Ver-
tiefungen genutzt, die mit jeweils 1 ml der entsprechenden Keimsuspension oder mit Medium
als Leerkontrolle beimpft wurden. Die Einstellung der S. aureus - Zellzahl erfolgte am Spek-
trometer auf eine OD600 von 0,02 in RPMI + 10 % FCS, was einer Keimzahl von 1,5-3x106

KBE/ml entspricht.
Für den Kristallviolettversuch wurden 96-Loch-Platten verwendet, die mit jeweils 100 µl
Keimsuspension oder Medium beimpft wurden. Die Platten wurden für 90 min, 24 h, 48 h,
72 h und 96 h unter Agitation mit 75 rpm in einer feuchten Kammer auf dem Schüttelin-
kubator bei 37 °C inkubiert. Nach jedem Zeitpunkt wurde ein Mediumwechsel durchgeführt.
Unter diesen Bedingungen konnten reproduzierbar stabile Biofilme angezüchtet werden. Zur
Überprüfung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt (siehe Seite 26)[41, 85].
Zur Untersuchung des Einflusses von C. albicans - Überständen auf das Wachstums von S.
aureus wurde wie folgt vorgegangen: Nach 90 min sowie 24 h, 48 h, 72 h und 96 h Inkubation
wurden die Überstände abgenommen und durch einen Filter mit der Porengröße 0,22 µm
steril filtriert. Jeweils 500 µl Überstand wurde 1:1 mit RPMI + 10 % FCS verdünnt und auf
24 h gewachsene S. aureus - Kulturen gegeben und anschließend weiter für 24 h bei 37 °C in
feuchter Kammer unter Agitation bei 75 rpm inkubiert.

2.2.4. Methoden zur Quantifizierung von Biofilmen

2.2.4.1. Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

Zur Erfassung von Veränderungen in der Zusammensetzung dualer und polymikrobieller Bio-
filme im Vergleich zu monomikrobiellen Biofilmen wurde die Anzahl der koloniebildenden
Einheiten (KBE) pro Milliliter bestimmt. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wur-
den die Überstände entfernt. Jeder Biofilm wurde, sofern möglich, vorsichtig mit 2 ml DPBS
ohne Calzium und Magnesium gewaschen und anschließend mit einem Zellschaber abgelöst.
Das abgelöste Material wurde in ein Eppendorf-Gefäß aufgenommen und entweder mecha-
nisch oder chemisch in Anlehnung an die Methode von Efthimiadis et al. homogenisiert [50].
Für die mechanische Homogenisierung wurde der Biofilm in 1 ml DPBS aufgenommen, für
3 Minuten Ultraschall ausgesetzt und anschließend mit der Pipette homogenisiert. Für die
chemische Lyse wurde der Biofilm mit 1 ml Sputasol liquid® (Konzentration 50 µg/ml) über-
schichtet, mit einem Zellschaber abgelöst und im Schüttelinkubator unter Agitation von 350
rpm bei 22 °C für 20 min inkubiert. Anschließend wurden die Homogenisate seriell 1:10 bis
auf 10−7 verdünnt und je 100 µl von jeder Verdünnung auf den entprechenden Selektivmedien
ausgespatelt. Folgende Selektivmedien wurden verwendet:

1. Chromagar Candida zur Anzucht von C. albicans

2. MacConkey-Agar zur Anzucht von P. aeruginosa
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3. Mannitol-Salz (Chapman)-Agar zur Anzucht von S. aureus

Zur Kontrolle des Wachstums und der Reinheit der Probe wurde Columbia-Agar mit 5
% Schafblut verwendet. In Vorversuchen wurde die Selektivität aller 3 ausgewählten Platten
überprüft. Die Bestimmung der Keimzahlen von C. albicans - Kolonien erfolgte nach 48 h Be-
brütung bei 30 °C, die der Bakterienkolonien nach 24 h Bebrütung bei 37 °C. Zur Berechnung
der KBE/ml wurden die Platten der Verdünnungsstufe verwendet, die mit 10-300 Kolonien
bewachsen waren. Von den Triplikaten wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet.

2.2.4.2. Kristallviolett-Färbung

Dieser Versuch wurde durchgeführt, um eine Quantifizierung der Biofilmdicke zu verschiede-
nen Messzeitpunkten zu ermöglichen. Sie wurde in Anlehnung an die Methode von Peeters
et al. durchgeführt [186]. Um möglichst genaue Werte zu erhalten, wurde die optimale Kris-
tallviolettkonzentration in Vorexperimenten ermittelt. Nach Inkubationszeiten von 3 h, 12 h,
24 h und 96 h wurde der Überstand entfernt und jede Vertiefung mit 200 µl DPBS vorsichtig
gewaschen. Die Intaktheit des Biofilms wurde visuell am Phasenkontrastmikroskop überprüft.
Im nächsten Schritt wurde der Überstand durch Ausklopfen der Platte vollständig dekantiert
und der Biofilm mit 150 µl Methanol je Vertiefung für 15 min bei Raumtemperatur fixiert.
Der so fixierte Biofilm wurde anschließend erneut am Phasenkontrastmikroskop auf Intaktheit
überprüft. Nach Entfernung des Methanols wurde die Platte für 5 min luftgetrocknet. Alle
Biofilme wurden nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeit mit Kristallviolettkonzen-
trationen im Bereich von 0,01 % bis 1,5 % gefärbt und anhand der graphisch aufgetragenen
Absorption die optimale Färbekonzentration ermittelt (Abb. A.1, S. 84). Hierzu wurde die
ermittelte optische Dichte zu den jeweilig verwendeten Kristallviolettkonzentrationen aufge-
tragen. Die optimale Konzentration ist die Konzentration am Umschlagpunkt der Kurve vom
dynamischen zum stationären Bereich der Kurve. Somit wurde eine Kristallviolettkonzentra-
tion von 0,2 % für alle weiteren Messungen und Experimente gewählt.

2.2.4.2.1. Färbung Die 4 %-ige Kristallviolett-Stammlösung wurde mit sterilem Aqua dest.
auf 0,2 % verdünnt. 100 µl dieser Lösung wurden für 20 min bei Raumtemperatur in jede
Vertiefung gegeben. Anschließend wurde mit Leitungswasser die überständige Farbe abgewa-
schen und die Platte erneut ausgeklopft. Mit 150 µl 33 %-iger Essigsäure je Vertiefung wurde
das gebundene Kristallviolett unter fünfminütigem leichten Schaukeln herausgelöst. Der In-
halt jeder Vertiefung wurde in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße gefüllt und bei 14.000 rpm für 10 min
zentrifugiert. Jeweils 100 µl des zellfreien Überstandes wurden in eine neue 96-Loch-Platte
pipettiert. Die optische Dichte wurde bei 570 nm am Mikroplattenreader (Dynatech MR 500)
dreimal Leerwert-korrigiert gemessen.
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2.2.4.2.2. Quantifizierung der Biofilmdicke Die Bestimmung der Biofilmdicke erfolgte ent-
sprechend der Klassifikation von Stepanovic et al. [219]. Hierbei wurde ein Cut-Off-Wert be-
stimmt, der die Grundlage für die Klassifikation bildet. Der Cut-Off-Wert (ODc) ist der um
drei Standardabweichungen vergrößerte Leerwert der Negativkontrollen. Die gemessenen OD-
Werte wurden nun mit dem zuvor bestimmten ODc verglichen und in folgende vier Gruppen
eingeteilt:

OD ≤ ODc keine Biofilmbildung
ODc < OD ≤ 2 x ODc schwache Biofilmbildung

2 x ODc < OD ≤ 4 x ODc moderate Biofilmbildung
4 x ODc < OD starke Biofilmbildung

Um eine graphische Darstellung zu ermöglichen, wurde ein OD/ODc-Verhältnis berechnet.

2.2.4.3. XTT-Reduktionstest

Der XTT-Reduktionstest beruht auf der metabolischen Reduktion des gelben Tetrazolium-
salzes 2,3-Bis(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carbox-Anilide (XTT) in
ein dunkelblaues XTT-Formazan-Produkt durch mitochondriale Dehydrogenasen [91, 220].
Dieser Farbumschlag kann kolorimetrisch gemessen werden. Dabei ist die Farbintensität pro-
portional zur Biofilmdicke. Die Versuchsdurchführung orientierte sich an Ramage et al. [195]
(adaptiert nach Hawser et al. [91]). Zur Anzucht wurde eine 96-Loch-Zellkulturplatte mit
Flachboden verwendet, sodass sich in jeder Vertiefung abschließend insgesamt 150 µl Volumen
befanden, bestehend aus verschiedenen Kombinationsmöglichkeiten der Mikroorganismen zu
je 50 µl. Fehlendes Volumen wurde mit RPMI + 10 % FCS aufgefüllt. Anschließend wurde
die Platte für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.
Die XTT-Lösung wurde unmittelbar vor dem Gebrauch entsprechend der Herstellerangaben
frisch vorbereitet. Hierfür wurden 5 ml DPBS in das Fläschchen hinzugegeben, vorsichtig
geschwenkt und 5 min bei 56 °C im Wasserbad erwärmt, sodass eine klare Flüssigkeit ent-
stand. Anschließend wurde diese Flüssigkeit mit Hilfe eines 0,22 µm-Bakterienfilters steril
filtriert. Das leere XTT-Fläschen wurde erneut mit 5 ml DPBS gefüllt und nochmals steril
filtriert, sodass ein Gesamtvolumen von 10 ml XTT-Gebrauchslösung entstand. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes wurde das Röhrchen mit handelsüblicher Aluminiumfolie
umwickelt.
Nach der Bebrütungszeit wurden die Überstände entfernt, die Biofilme vorsichtig gewaschen
und anschließend mit 200 µl XTT-Lösung überschichtet. Die Zellkulturplatten wurden an-
schließend für 60 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde die XTT-Lösung
aus jeder Vertiefung in ein 1,5 ml-Eppendorf- Gefäß mit Spitzboden überführt und bei 8000
rpm zentrifugiert, um zelluläre Bestandteile zu entfernen. 150 µl von jedem Überstand wurden
in eine 96-Loch-Zellkulturplatte mit Flachboden pipettiert. Die Messung erfolgte am Mikro-
plattenreader (Dynatech MR 5000) bei 490 nm in dreifacher Ausführung jeweils als Original-
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werte und Leerwert-korrigierte Werte. Für die Auswertung wurden die Leerwert-korrigierten
Daten verwendet.

2.2.5. Methoden zur Untersuchung der Biofilmstruktur

Um tiefere Einblicke in die Architektur gemischter Biofilme zu erlangen und ggf. eine Quanti-
fizierung zu ermöglichen, wurden die Biofilme mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt. Dazu
wurden die Biofilme auf sterilen Polystyren-Scheiben (slides; Durchmesser 13 mm) angezüch-
tet, die in die Vertiefungen der Zellkulturplatten eingelegt wurden. Nach der Inkubation
wurde der Überstand entfernt und jeder Biofilm mit 1 ml DPBS vorsichtig gewaschen, um
nicht adhärente Mikroorganismen zu entfernen. Jeder Biofilm wurde doppelt angelegt (2-fach-
Bestimmung). Jeweils eine Biofilm-Kontrolle wurde nicht gefärbt, um Veränderungen durch
den Färbeprozess erkennen zu können.

2.2.5.1. Calcofluor-white-Färbung

Calcofluor-white ist ein optischer Aufheller, der vor allem an Zellulose und Chitin bindet
[56, 81, 94]. Chitin, ein stickstoffhaltiges lineares Homopolysaccharid mit β-1,4-glykosidisch
verknüpftem N-Acetylglucosamin, ist ein essentieller Bestandteil der Zellwände und Septen
von pathogenen Pilzen. Intakte Zellwände stellen sich blau dar.
Die Färbelösung wurde entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet. Calcofluor-white lag
als lyophilisertes Pulver vor. Es wurde mit 10 ml DMSO versetzt, so dass eine 100 mM Stock-
lösung entstand. Anschließend wurde die Stocklösung mit DPBS (1 µl Calcofluor-white auf
4 ml DPBS) so verdünnt, dass eine Gebrauchslösung mit einer Endkonzentration von 25 µM
Calcofluor-white enstand. Diese Färbelösung wurde bis zur Verwendung mit Aluminiumfolie
vor Licht geschützt. Jeder Biofilm wurde mit 3 ml Calcofluor-white-Gebrauchslösung über-
schichtet und anschließend unter Lichtabschluß bei 30 °C für 45 min inkubiert. Nach Entfernen
der Farblösung wurde jeder Plastikträger mit einer sterilen Pinzette vorsichtig entnommen.
Die überschüssige Färbelösung wurde durch seitliches Anstellen auf Krepppapier entfernt.
Die Plastikträger wurden auf Objektträger übertragen, die durch eine kurze Vorbehandlung
mit 70 %-igem Ethanol entfettet worden waren. Ein neues halbiertes slide wurde direkt neben
dem bewachsenen slide platziert, um ein späteres akzidentielles Abkippen des Deckgläschens
zu vermeiden. Abbildung 2.1 veranschaulicht die Anordnung. Als Einbettmedium diente ein
Tropfen Glycerol, anschließend wurde der Biofilm mit einem Deckgläschen abgedeckt. Nach
24 h Trocknung wurde der Plastikträger mit handelsüblichem Nagellack abgedichtet und fi-
xiert. Die visuelle Begutachtung erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus IMT2-SFR)
unter Verwendung eines UV-Fluoreszenzfilters.
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Abbildung 2.1.: Eindeckelung: Gezeigt ist die Anordnung des mit dem Biofilm bewachsenen
Plastikträgers nach dem Eindeckelungsvorgang.

2.2.5.2. FUN-1-Färbung

FUN-1 [2-Chloro-4-(2,3-Dihydro-3-Methyl-(Benzo-1,3-Thiazol-2-yl)-Methyliden)-1-Phenylquinolinium
Iodid] ist ein Fluoreszenzmolekül, dass zur Färbung von Hefepilzen verwendet wird. Sofern
die Plasmamembran intakt ist wird der Farbstoff von lebenden als auch toten Zellen aufge-
nommen. Unter Fluoreszenzlicht (Anregung bei 470-590 nm Wellenlänge, Emission bei ≥ 530
nm) kann dann eine diffuse hellgelb-grünliche Färbung des Zytoplasmas beobachtet werden.
Lebende Zellen transportieren den Farbstoff weiter in Vakuolen, wo es kompakte zylindrische,
rot gefärbte Strukturen (cylindrical intravacuolar structures = CIVS) bildet. Diese sind 0,5-
0,7 µm breit und mindestens 1 bis mehrere µm lang. Eine Differenzierung zwischen lebenden,
metabolisch aktiven und toten Zellen ist somit möglich (Abb. A.2, S. 85). Menschliche Zellen
nehmen FUN-1 nicht auf [40, 58, 168]. Die Färbelösung wurde entsprechend den Hersteller-
angaben vorbereitet. FUN-1 lag als 10 mM Lösung in 300 µl DMSO gelöst tiefgefroren vor.
Das Auftauen der Färbelösung erfolgte erst kurz vor der Verarbeitung.

2.2.5.3. Fluoreszenz-Doppel-Färbung

Durch Kombination der beiden Farbstoffe Calcofluor-white und FUN-1 sollte eine zweifelsfreie
Identifizierung lebender C. albicans - Zellen im polymikrobiellen Biofilm ermöglicht werden.
Durch die drei verschiedenen anregenden Wellenlängen am CLSM stellten sich nach digitaler
Einfärbung metabolisch aktive C. albicans - Zellen als blau begrenzte Zellen mit typischen
roten Strukturen im Zytoplasma dar (siehe Abb. A.2, S. 85). Vorexperimente zeigten, dass
Bakterien ebenfalls durch FUN-1 gefärbt werden, sodass eine Unterscheidung zwischen P.
aeruginosa (grüne Stäbchen) und S. aureus (gelbe Kokken) in den folgenden Aufnahmen
möglich ist. Deshalb konnte auf eine weitere Spezialfärbung der Bakterien verzichtet werden.
Alle von dieser Festsetzung abweichende digitale Einfärbungen werden gesondert erwähnt.
Zur Herstellung der Färbelösung wurde jeweils 1 ml DBPS (mit Ca und Mg) mit 0,31 µl
Calcofluor-white-Lösung (Endkonzentration 31 µM) und 1 µl FUN-1-Lösung (Endkonzentra-
tion 10 µM) versetzt und in ein mit Aluminiumpapier ummanteltes 50 ml-Zentrifugenröhrchen
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gefüllt. Die Biofilme wurden in Zellkulturplatten mit eingelegten Plastikträgern angezüch-
tet wie oben beschrieben. Jeder Biofilm wurde mit 1 ml Färbelösung überschichtet und die
Gewebekulturplatte 45 min bei 30 °C unter Lichtabschluss inkubiert. Leerkontrollen wur-
den ebenfalls angelegt. Die Einbettung erfolgte analog dem beschriebenen Prozedere der
Calcofluor-white-Färbung im Kapitel 2.2.5.1 ab Seite 21.

2.2.6. Mikroskopie

2.2.6.1. Phasenkontrastmikroskopie

Mit dieser Methode wurde die Qualität der Biofilme nach der entsprechenden Inkubationszeit
beurteilt. Die Entwicklung der Biofilme wurde visuell mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops
IMT-2 der Firma Olympus beobachtet. Bei dem verwendeten Stativ handelt es sich um ein
IMT2-SFR. Es wurde ein Turret-Typ-Kondensor (ULWCD) verwendet mit einer numerischen
Apertur von 0,4. Ein CDPL20XPL-Objektiv wurde dabei genutzt. Als Aufnahme-Software
diente Image-Pro Plus (Version 5.0.1.11) der Firma Media Cybernetics.

2.2.6.2. Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy = CLSM) wurde
am Laser-Raster-Mikroskop SP2 der Firma Leica im Institut für Molekulare und Klinische
Immunologie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg durchgeführt. Bei dem verwen-
deten Stativ handelt es sich um ein DM-IRE2 der Firma Leica. Es wurde ein 63er Objektiv
verwendet mit einer numerischen Apertur von 1,4. Die Wellenlänge des anregenden Lasers
war 488 nm für FUN-1, die Emission wurde in den Bereichen von 500 - 530 nm und 570 -
670 nm gemessen. Für Calcofluor-white wurde mit einer Wellenlänge von 364 nm angeregt.
Die emittierte Strahlung wurde zwischen 409 - 468 nm aufgenommen. Die Aufnahmesoftware
war die Originalsoftware der Fa. Leica. Für die Herstellung der Bildstapel, Einzelaufnahmen
und Rekonstruktionen wurde ImageJ verwendet. Hiermit wurden die in Graustufen aufge-
nommenen Bildstapel verarbeitet und anschließend eingefärbt, wobei Calcofluor-white als
Blauton, FUN-1 in Grün-, Gelb- und Orangetönen erscheint (Abweichungen werden an den
entsprechenden Stellen gesondert erwähnt). Die weitere Bearbeitung der Bilder erfolgte mit
Microsoft Paint und Paint.NET.

2.2.7. Quorum-sensing-Moleküle

2.2.7.1. Bestimmung der Prostaglandin E2 (PGE2)-Konzentration

Zur Bestimmung der PGE2-Konzentration aus Überständen monomikrobieller und dualer
Biofilme wurde ein kommerzieller monoklonaler enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest
(ELISA) verwendet. Damit wurden sowohl die Wildtyp-Stämme von C. albicans als auch die
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Mutanten (M134, M1096) untersucht. Zum entsprechenden Zeitpunkt wurden die Überstände
der Biofilme abgenommen, bei 8000 x g zentrifugiert, zweimal mit Hilfe eines Bakterienfil-
ters mit 0,22 µm Porengröße steril filtriert und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Um
eine Kontamination der Überstände mit vitalen Zellen von S. aureus bzw. C. albicans sicher
auszuschließen, wurden 100 µl jedes zu untersuchenden Überstandes auf Columbia-Agar aus-
gespatelt und für 48 h bei 37 °C bzw. 30 °C bebrütet. Alle nach dieser Methode verarbeiteten
Überstände waren zellfrei.

2.2.7.1.1. PGE2-ELISA Der Prostaglandin E2 enzymgekoppelte Immunadsorbtionstest ba-
siert auf der gegenseitigen Verdrängung von einer variabel zu messenden Konzentration PGE2

und einem in konstanter Konzentration vorliegendem PGE2-Acetylcholinesterase-Konjugat
(Tracer = enzymmarkiertes Hapten) aus Bindungsplätzen einer limitierten Menge von mu-
rinen monoklonalen PGE2-Antikörpern [39]. Somit ist die Menge an Tracer, die an die An-
tikörper binden kann, umgekehrt proportional zur PGE2-Konzentration der Probe. Diese
PGE2-Antikörper-Komplexe binden an die Mikrotiterplatten-gebundenen polyklonalen Anti-
Maus-IgG (aus Ziegenserum). Ungebundene Reagenzien werden abgewaschen und nach Zuga-
be von Ellman’s-Reagenz (enthält 5,5’-Dithio-Bis-(2-Nitrobenzoesäure) und Acetylthiocholin)
entsteht durch die ablaufende enzymatische Reaktion Thiocholin, welches 5,5’-Dithio-Bis-(2-
Nitrobenzoesäure) zu 5-Thio-2-Nitrobenzoesäure umsetzt. Dieses gelb gefärbte Produkt ab-
sorbiert bei 405 nm spektrophotometrisch stark. Gemessen wurde mit einem Multidetektion-
Mikroplatten-Reader (Synergy HT).

2.2.7.1.2. PGE2-Metabolite-ELISA PGE2 wird in Serum schnell zu instabilen Zwischen-
produkten (13,14-Dihydro-15-Keto-PGE2 und 13,14-Dihydro-15-Keto-PGA2) abgebaut, die
mit einem PGE2-Metabolite-Kit bestimmt wurden [57]. Dieses Kit überführt die instabi-
len Zwischenprodukte in ein messbares stabiles Derivat (Bicyclo-Prostaglandin E2), was
als Marker für die PGE2-Produktion dient [38]. Kaninchen-Antiserum bindet das stabile
Derivat ebenso wie den AChE-Tracer-Komplex. Beide Antikörper-Komplexe binden an die
Mikrotiterplatten-gebundenen polyklonalen Anti-Kaninchen-IgG (aus Mausserum). Die nach-
folgende Reaktion entspricht dem o. g. Vorgang. Die Test-Durchführung erfolgte streng nach
den Vorgaben des Herstellers und wurde nicht modifiziert [38, 39].

2.2.7.1.3. Zugabe von PGE2-Reinsubstanz zu monomikrobiellen S. aureus - Biofilmen
Monomikrobielle S. aureus - Biofilme (VA 19552) wurden in RPMI 1640 + 10 % FCS ange-
züchtet und nach 24 h mit verschiedenen Konzentrationen PGE2-Reinsubstanz (Stocklösung
1mg/ml in 99,9 % Ethanol) inkubiert. Der duale Standardbiofilm von C. albicans (SC 5314)
mit S. aureus diente als Kontrolle. Folgende Konzentrationen wurden gewählt: 5 pg/ml, 12,5
pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 125 pg/ml, 250pg/ml und 500 pg/ml. Die Kontrollen enthielten
RMPI + 10 % FCS ohne PGE2. Unter Agitation von 75 rpm bei 37 °C erfolgte eine Bebrü-
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tung für weitere 24 h. Die dann anschließende Ausspatelung und Auszählung erfolgte nach
dem Standardprotokoll (siehe Kap. 2.2.4.1 ab S. 18).

2.2.7.1.4. Hitzebehandlung von Überständen Um zu differenzieren, ob der waschstumss-
timmulierende Effekt auf S. aureus im dualen Biofilm durch hitzelabile oder hitzestabile Sub-
stanzen hervorgerufen wird, wurden die Überstände von 72 - 96 h alten C. albicans - Biofilmen
30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert. Anschließend wurden die hitzeinaktivierten Überstände im
Verhältnis 1:1 mit frischem Medium versetzt, zu 24 h alten S. aureus - Biofilmen gegeben
und für weitere 24 h inkubiert. Danach wurde die Anzahl der KBE im S. aureus - Biofilm
bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Überstände.
Um die Auswirkungen einer Wärmebehandlung auf die PGE2-Reinsubstanz zu testen, wurden
S. aureus - Biofilme mit zuvor für 30 min bei 56 °C erwärmtem PGE2 inkubiert.

2.2.7.2. Farnesol und Tyrosol

Die von C. albicans sezernierten QS-Moleküle Farnesol und Tyrosol wurden ebenfalls hin-
sichtlich ihres wachstumsstimulierenden Effektes auf S. aureus - Biofilme untersucht. Dazu
wurden verschiedene Konzentrationen von Farnesol bzw. Tyrosol zu 24 h alten S. aureus -
Biofilmen gegeben. Aus der Farnesol-Reinsubstanz wurde zunächst eine Stocklösung von 4,5
mmol/ml in DMSO hergestellt. Aus der Stocklösung wurden drei Gebrauchslösungen mit
Konzentrationen von 500 µmol/ml, 50 µmol/ml und 25 µmol/ml hergestellt. Die Gebrauchs-
lösungen mit einer Konzentration von 50 µmol/ml bzw. 25 µmol/ml wurden schrittweise 1:10
verdünnt bis auf Konzentrationen von 0,005 µmol/ml und 0,0025 nmol/ml. Da Farnesol in
DMSO gelöst werden musste, wurde zum Ausschluß eines toxischen Effektes die gleiche Kon-
zentration DMSO ohne Farnesol als Kontrolle mitgeführt.
Die Tyrosol-Reinsubstanz wurde ebenfalls in DMSO gelöst und auf eine Stockkonzentrati-
on von 7,2 mmol/ml eingestellt. Ausgehend von der Stocklösung wurden durch Verdünnung
in RPMI + 10 % FCS Endkonzentrationen von 2,5 mmol, 1,0 mmol, 500 µmol und dann
1:10 seriell bis 0,005 pmol pro Vertiefung eingestellt. Die Biofilme wurden nach Zugabe der
Substanzen für weitere 24 h bebrütet. Anschließend wurde die Anzahl der KBE bestimmt.

2.2.7.3. Indometacin

Zur Blockade der PGE2-Synthese von C. albicans wurde Indometacin, ein nicht-selektiver
COX-Inhibitor, verwendet. Indometacin gehört zu den nicht-steroidalen antiinflammatori-
schen Substanzen und wird medizinisch u. a. zur Behandlung von Schmerzen, Entzündungen
und rheumatischen Erkrankungen eingesetzt [127]. Die Hemmung der ubiquitär im Gewebe
vorkommenden Cyclooxygenase-1 (COX-1) sowie der induzierbaren COX-2 bewirkt eine Blo-
ckade der Umwandlung von Arachidonsäure zu Prostaglandin H2, der Vorstufe von PGE2

[5, 122, 180, 189].
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Zur Vorbereitung der Experimente wurde eine Stocklösung von 1 M in DMSO hergestellt.
Anschließend wurde die Stocklösung so verdünnt, dass sich in den Vertiefungen der Zellkultur-
platte folgende Konzentrationen befanden: 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1000 µM. Die Indometacin-
Konzentrationen wurden jeweils zu 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h alten dualen Biofilmen gege-
ben, die anschließend für weitere 24 h inkubiert wurden. Die KBE aus den Biofilmen und
die PGE2-Konzentrationen aus den Überständen wurden wie zuvor beschrieben bestimmt.
Leerkontrollen wurden von S. aureus (VA 19552) und C. albicans (SC 5314) mit 1000 µM
Indometacin, 100 mM DMSO sowie mit RPMI-1640 + 10 % FCS angelegt.

2.2.8. Statistische Auswertung

Jedes Experiment wurde in dreifacher Bestimmung sowie an drei verschiedenen Tagen zur
Überprüfung der Intra- und Interassay-Variabilität durchgeführt. Die statistische Aufarbei-
tung zur Ermittlung der Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzen erfolgte mit-
tels SigmaStat (Version 2.03) der Firma SPSS sowie mit Excel 2007 (Version 12.0.6683.5002)
der Firma Microsoft.
Für die Berechnung der Signifikanz wurden t-Tests für jeweils zwei unabhängige Stichproben
durchgeführt. Als Signifikanzniveau wurde α = 0, 05 angenommen. Konnte für die berech-
nete Überschreitungswahrscheinlichkeit p festgestellt werden, dass p ≤ α, dann wurden die
Unterschiede als signifikant ausgewiesen. Lag das Signifikanzniveau bei α = 0, 01 wurden die
Unterschiede als sehr signifikant, für α = 0, 001 als hoch signifikant anerkannt, sofern hier
auch p ≤ α galt.
Die Durchführung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) erfolgte ebenfalls mit Excel.
Hiermit war es möglich, mehr als zwei Stichproben bezüglich ihrer Mittelwerte zu vergleichen.
Der hier berechnete F-Wert wird mit dem berechneten kritischen Wert Fkrit verglichen. Ist
F > Fkrit, kann die Nullhypothese abgelehnt werden. Hierzu wurde ein Signifikanzniveau von
α = 0, 05 angenommen. Gilt für die berechnete Überschreitungswahrscheinlichkeit P ≤ α,
dann wurde der Unterschied als signifikant bezeichnet.
Allen in dieser Arbeit gezeigten Diagrammen liegen die Mittelwerte sowie die einfache Stan-
dardabweichung als Fehlerindikator der jeweiligen Experimente zugrunde. Sternchen in den
Darstellungen kennzeichnen die als signifikant ausgegebenen Unterschiede. Höhere Signifi-
kanzniveaus werden im Text gesondert erwähnt.
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3. Ergebnisse

3.1. Teil 1 - polymikrobielle Biofilme

Zunächst sollte die Frage beantwortet werden, ob in polymikrobiellen Biofilmen die Adhäsion
und die Biofilmbildung eines Mikroorganismus von den Konkurrenzmikroorganismen beein-
flusst wird. Dazu wurden sowohl duale als auch polymikrobielle Biofilme bestehend aus allen
3 Mikroorganismen (C. albicans, P. aeruginosa, S. aureus) untersucht und mit den jeweiligen
monomikrobiellen Biofilmen verglichen.

3.1.1. Bestimmung der Adhäsionszeit

Die Adhäsionszeit polymikrobieller Biofilme wurde mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie
bestimmt. Innerhalb der ersten Stunde nach der Einsaat waren die Mikroorganismen noch
nicht adhärent, viel mehr sorgte die Sedimentation für eine Anreicherung der Organismen am
Boden der Kulturplatte. Schon kleinste Bewegungen führten zu einem Adhärenzverlust und
zur Loslösung vom Untergrund. Nach 2 h (in Abb. 3.1 linkes Bild) begannen die Hefen kurze
Keimschläuche zu bilden, aber ein fest haftender Mikroorganismenrasen existierte noch nicht.
Im Medium fand sich ein hoher Anteil frei schwimmender Zellen. Nach 4 h (in Abb. 3.1 rech-
tes Bild) waren kaum noch Freiräume an der Plattenoberfläche vorhanden, die C. albicans -
Hyphen verzweigten sich zunehmend und die Räume zwischen den Hefen wurden durch fest
haftende Bakterienformationen ausgefüllt. Nach 3 h (in Abb. 3.1 mittleres Bild) fanden sich
nur noch sehr wenige frei schwimmende Mikroorganismen im Medium (< 20 %). Etwa 80
% des Bodens der Vertiefungen der Gewebekulturplatte waren zu diesem Zeitpunkt mit fest

Abbildung 3.1.: Phasenkontrastmikroskopie: Aufnahmen vom polymikrobiellen Biofilm nach
2 h, 3 h und 4 h Inkubationszeit.
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adhärierenden Bakterien- und Pilzzellen bedeckt. Die Hyphen waren deutlich kürzer als nach
4 h und es lagen weniger kugelige Hefen vor als nach 2 h. Diese Beobachtungen wurden in
Wiederholungsexperimenten bestätigt. Nach viermaliger Durchführung des Ansatzes wurde
eine Adhärenzzeit von drei Stunden als Grundlage für die Untersuchungen zur Biofilmbildung
festgelegt, d. h. nach 3 h erfolgte ein Mediumwechsel, um lose, nicht adhärente Mikroorganis-
men zu entfernen. Die Biofilmbildung wurde in den folgenden Experimenten ausgehend von
den adhärenten Mikroorganismen betrachtet.

3.1.2. Einfluss verschiedener Mikroorganismen auf die Adhäsion

Um die gegenseitige Beeinflussung verschiedener Mikroorganismen auf die Adhäsion zu un-
tersuchen, wurden die einzelnen Spezies durch Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
pro Milliliter (KBE/ml) am Ende der Adhäsionszeit, also nach 3 h, quantifiziert.

Abbildung 3.2.: Adhäsion: Abgebildet sind links die KBE/ml von C. albicans nach 3 h Ad-
häsion und rechts die Anzahl adhärenter C. albicans - Zellen je Gesichtsfeld
nach 3 h Inkubation mit und ohne Bakterien.

C. albicans Die Anzahl adhärenter C. albicans - Zellen war zusammen mit Bakterien (ent-
weder mit S. aureus oder mit P. aeruginosa oder mit beiden) deutlich höher als im mo-
nomikrobiellen C. albicans - Biofilm, sodass die Adhäsion von C. albicans durch Bakteri-
en offensichtlich begünstigt wird (Abb. 3.2 links). Dabei waren die Unterschiede zwischen
dem monomikrobiellen und den dualen bzw. dem polymikrobiellen Biofilm statistisch signi-
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fikant (p < 0, 05). Zur Verifizierung des Ergebnisses wurde eine Calcofluor-white-Färbung
durchgeführt und anschließend die adhärenten C. albicans unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgezählt (Abb. 3.3).

Abbildung 3.3.: Phasenkontrastmikroskopie (Bild links): Aufnahme am Phasenkontrastmi-
kroskop vom polymikrobiellen Biofilm nach 3 h Inkubationszeit (Ursprungs-
konzentration 1:10 verdünnt).
Fluoreszenzmikroskopie (Bild rechts): dazugehörige Fluoreszenzaufnahme
(Vergrößerung 400x)

Die Candida - Zellen verteilten sich nicht gleichmäßig über die ausgezählten Gesichtsfelder.
Es gab Bereiche auf dem Untergrund, in denen wenig bis gar keine Hefen adhärent waren
und andere Bezirke, in denen es nicht möglich war, die Anzahl der C. albicans aufgrund der
Vielzahl an Zellen zweifelsfrei zu bestimmen. Um die Auszählbarkeit zu verbessern, wurden
die Mikroorganismenkonzentrationen 1:10 verdünnt, so dass C. albicans in einer Konzentra-
tion von 1 x 105 und die Bakterien in einer Konzentration von 1 x 107 vorlagen. Es wurden
jeweils 10 Gesichtsfelder ausgezählt und der Mittelwert gebildet (Abb. 3.2 rechts). Auch hier
zeigte sich eine Zunahme adhärenter C. albicans - Zellen in Anwesenheit der Bakterien. Der
Effekt war im polymikrobiellen Ansatz am stärksten ausgeprägt, was im Widerspruch zu
den Ergebnissen der Zellzahl-Bestimmung steht. Die Unterschiede zwischen den monomikro-
biellen und den dualen bzw. polymikrobiellen Biofilmen waren statistisch nicht signifikant.
Schwierigkeiten verursachten hier vor allem Übereinanderschichtungen sowie Verwachsungen
und Verzweigungen der Hyphen, was die unterschiedlichen Testergebnisse erklärt.

S. aureus Im Vergleich zu S. aureus alleine adhärierten zusammen mit C. albicans deutlich
mehr Zellen von S. aureus auf dem Boden der Petrischalen. In Anwesenheit von C. albicans
und von P. aeruginosa hingegen war die Anzahl adhärenter S. aureus - Zellen geringer (Abb.
A.3, S. 85 links).
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P. aeruginosa Die Adhäsion von P. aeruginosa nahm sowohl in Anwesenheit von C. albicans
als auch in Anwesenheit von C. albicans und S. aureus signifikant ab (Abb. A.3, S. 85 rechts).

3.1.2.1. Ergebnisse des XTT-Tests

Da sowohl Hefen als auch Bakterien XTT verstoffwechseln können, lässt der XTT-Test Rück-
schlüsse auf die Gesamtzahl stoffwechselaktiver Mikroorganismen im Biofilm und damit in-
direkt auf die Biofilmdicke zu. Hier sollten die Vorgänge in der frühen Adhäsionsphase ge-
nauer untersucht werden. Die am Spektrometer gemessenen Absorptionswerte zeigten auch
nach mehrmaliger Wiederholung des Experimentes keine stabilen Messwerte. Eine konkrete
Bestimmung der gesamten Biofilmmenge gelang in der Adhäsionsphase der Biofilmbildung
nicht.

3.1.3. Einfluss verschiedener Mikroorganismen auf die Biofilmbildung

3.1.3.1. Zeitliche Entwicklung der Biofilm-Dicke

Abbildung 3.4.: Kristallviolett-Assay. Dargestellt sind die Leerwert-korrigierten Extinktionen
der verschiedenen Biofilme nach 3 h, 12 h, 24 h und 96 h gemessen bei 570
nm.

Kristallviolett ist ein basischer Farbstoff, der an negativ geladene Oberflächenmoleküle und
Polysaccharide in der extrazellulären Matrix lebender und toter Zellen bindet. Somit spiegelt
die gemessene Extinktion die Gesamtmasse des Biofilms wieder. Insgesamt zeigte jeder Bio-
film einen für ihn charakteristischen zeitlichen Verlauf (Abb. 3.4 und Abb. A.4, S. 86).
Auffallend war, dass die monomikrobiellen Biofilme von P. aeruginosa und S. aureus deutlich
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dünner blieben, als der C. albicans - Biofilm. Die Biofilmkombinationen der Bakterien mit
C. albicans waren wesentlich dicker als die monomikrobiellen Bakterienbiofilme. Eine Kom-
bination mit C. albicans führte demnach zur Ausbildung dickerer Biofilme. Der C. albicans
- S. aureus - Biofilm war dicker als der C. albicans - P. aeruginosa - Biofilm. Letzterer war
sogar geringer als der monomikrobielle C. albicans - Biofilm. Der polymikrobielle Biofilm
hatte im Verlauf mehr Masse als die monomikrobiellen Bakterienbiofilme und der duale C.
albicans - P. aeruginosa - Biofilm. Allerdings war er dünner als der C. albicans - S. aureus -
Biofilm. P. aeruginosa wirkte sich somit negativ auf die Biofilmbildung von C. albicans aus.
Alle Biofilme, an denen S. aureus beteiligt war, zeigten nach 96 h einen Abfall der Extink-
tion. Ursächlich könnten Vitalitätsveränderungen von S. aureus sein. Auch der Übergang in
einen metabolisch ruhigeren Zustand (SCV-Bildung) könnte die Biomasseproduktion durch
S. aureus erheblich reduzieren.

3.1.3.2. Quantitative Beurteilung der Biofilmproduktion anhand der OD/ODc-Ratio

Abbildung 3.5.: Biofilmmassenproduktion: Gezeigt ist die OD/ODc-Ratio verschiedener Bio-
filme nach 3 h, 12 h, 24 h und 96 h zur Darstellung der Biofilmproduktion.

Mittels der OD/ODc-Ratio ist es möglich, die Biofilmproduktion in ein Klassifikationssys-
tem einzuteilen. Somit sind nicht nur relative Vergleiche zwischen den einzelnen Kombina-
tionen möglich, sondern auch absolute Aussagen bezüglich der Produktion von Biofilmmasse
(Abb. 3.5). P. aeruginosa allein stellte sich zu allen Zeitpunkten als schwacher Biofilmpro-
duzent heraus. S. aureus zeigte zunächst eine moderate, nach 24 h jedoch nur eine schwache
Biofilmbildung. Bei C. albicans setzte nach 12 h bereits eine starke Biofilmbildung ein. Im
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dualen C. albicans - P. aeruginosa - Biofilm nahm die Biofilm-Bildung kontinuierlich im Ver-
gleich zum monomikrobiellen P. aeruginosa - Biofilm deutlich zu. In Zusammenschau mit
dem monomikrobiellen C. albicans - Biofilm hingegen war die Biofilm-Masse deutlich gerin-
ger. Der duale C. albicans - S. aureus - Biofilm war bereits nach 12 h wesentlich dicker als der
monomikrobielle S. aureus - oder der monomikrobielle C. albicans - Biofilm. Den Höchstwert
(größte gemessene OD/ODc-Ratio im gesamten Experiment) erreichte der C. albicans - S.
aureus - Biofilm nach 24 h. Alle drei Mikroorganismen zusammen bildeten einen Biofilm, der
deutlich dicker war als die monomikrobiellen Biofilme von S. aureus und P. aeruginosa. Die
Biofilmdicke war in etwa vergleichbar mit der des monomikrobiellen C. albicans - Biofilms.
Insgesamt nahm die Masse dualer und polymikrobieller Biofilme im Vergleich mit rein bakte-
riellen Biofilmen deutlich zu. Dem monomikrobiellen C. albicans - Biofilm gegenüberstellend
stieg die Biomasse nur in Kombination mit S. aureus. In Kombination mit P. aeruginosa
hingegen nahm sie ab.

3.1.3.3. Veränderungen der quantitativen Zusammensetzungen in Biofilmen

Um Veränderungen der Zusammensetzung während der verschiedenen Phasen der Biofilm-
bildung zu verfolgen, wurden die einzelnen Spezies zunächst durch Bestimmung der kolonie-
bildenden Einheiten pro Mililiter (KBE/ml) in einer Zeitkinetik quantifiziert. Dabei wurden
die Zellzahlen je Spezies im polymikrobiellen Biofilm mit denen im jeweiligen monomikrobi-
ellen bzw. dualen Biofilm verglichen. Ein Mediumwechsel erfolgte zunächst einmalig nach 3
h Inkubationszeit.

3.1.3.3.1. C. albicans in mono- und polymikrobiellen Biofilmen

Abbildung 3.6.: KBE-Kinetik: Gezeigt ist die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE)
von C. albicans pro Milliliter in verschiedenen Biofilmen nach verschiedenen
Inkubationszeiten.

Die Anzahl der KBE von C. albicans nahm im monomikrobiellen Biofilm nach der Adhä-
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sionsphase kontinuierlich zu und erreichte nach 96 h das Maximum (Abb. 3.6). Im dualen
C. albicans - S. aureus - Biofilm waren innerhalb der ersten 24 h signifikant (p � 0,001)
weniger C. albicans - Zellen enthalten als im monomikrobiellen C. albicans - Biofilm (Abb.
A.5, S. 86). Nach 24 h war die Zunahme der KBE deutlich stärker als im monomikrobiellen
C. albicans - Biofilm, so dass die Anwesenheit von S. aureus nach 24 h offensichtlich einen die
Proliferation von C. albicans verstärkenden Effekt hatte. Demgegenüber war der Anteil der
KBE von C. albicans in Anwesenheit von P. aeruginosa zu allen untersuchten Zeitpunkten
deutlich geringer als in monomikrobiellen C. albicans - Biofilm und ebenfalls geringer als in
dualen Biofilmen mit S. aureus. Zum maximalen Untersuchungszeitpunkt (96 h) waren die
KBE vom monomikrobiellen C. albicans - Biofilms 5,4-fach und die im dualen C. albicans - S.
aureus - Biofilm 7,6-fach so groß wie die KBE im polymikrobiellen Biofilm. Diese Unterschie-
de waren hoch signifikant (p � 0,001). Insgesamt scheint die Anwesenheit von S. aureus die
Proliferation von C. albicans zu begünstigen, während P. aeruginosa die Proliferation von C.
albicans zu hemmen scheint.

3.1.3.3.2. S. aureus und P. aeruginosa in mono- und polymikrobiellen Biofilmen

Abbildung 3.7.: KBE-Kinetik: Zu sehen sind die KBE/ml von S. aureus und P. aeruginosa
in verschiedenen Biofilmen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

S. aureus zeigte im dualen Biofilm zusammen mit C. albicans bis 24 h ein deutlich stär-
keres Wachstum als im mono- oder polymikrobiellen Biofilm. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
höchste KBE aller Zeitpunkte und Biofilmkombinationen gemessen (Abb. 3.7 links und A.6,
S. 87). Die Zellzahlen von S. aureus im monomikrobiellen Biofilm stiegen vergleichsweise nur
gering an (auf 227 % im Vergleich zum Ausgangswert). Nach 96 h kam es im dualen und
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im polymikrobiellen Biofilm zu einem starken Abfall der KBE von S. aureus bis unter die
Zellzahl des monomikrobiellen Biofilms. Über alle Zeitpunkte gemessen wurden im polymi-
krobiellen Biofilm weniger S. aureus - Zellen gezählt als im C. albicans - S. aureus - Biofilm.
Dieser Unterschied war nur bei 3 h nicht signifikant. Die Zellzahlen im dualen C. albicans - S.
aureus - Biofilm stiegen bis 24 h rasant an (auf 600 % im Vergleich zum Ausgangswert). Inter-
essanterweise konnten SCV nicht nur im polymikrobiellen Biofilm mit P. aeruginosa, sondern
auch im dualen Biofilm mit C. albicans nach 96 h nachgewiesen werden (Abb. A.7, S. 87).
Insgesamt scheint C. albicans die Proliferation von S. aureus zu begünstigen. P. aeruginosa
scheint sich hemmend auf die Vermehrung von S. aureus auszuwirken.
P. aeruginosa vermehrte sich sowohl im dualen Biofilm mit C. albicans als auch im polymi-
krobiellen C. albicans - P. aeruginosa - S. aureus - Biofilm deutlich stärker als im monomi-
krobiellen Biofilm (Abb. 3.7 rechts und A.8, S. 88). Dabei war die Anzahl der KBE zusammen
mit C. albicans und S. aureus deutlich höher als im dualen Biofilm nur mit C. albicans al-
lein. Außerdem waren im polymikrobiellen Biofilm deutlich mehr KBE von P. aeruginosa als
von S. aureus nachweisbar, dieses Verhältnis änderte sich auch zu späteren Messzeitpunkten
nicht. Die Relationen der einzelnen KBE von P. aeruginosa - Biofilmen zueinander änderten
sich nach 24 h und 96 h nicht mehr. Insgesamt scheinen sowohl C. albicans als auch S. aureus
die Vermehrung von P. aeruginosa im Biofilm zu begünstigen.

Abbildung 3.8.: Biofilm-KBE: Gezeigt sind die koloniebildenden Einheiten von C. albicans
sowie S. aureus und P. aeruginosa in den verschiedenen Biofilmkombinatio-
nen nach 96 h Inkubationszeit mit und ohne Mediumwechsel nach jeweils
24 h. Signifikante Unterschiede in den KBE wurden mit Sternchen markiert.
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3.1.3.3.3. Einfluss des Mediumwechsels auf die Biofilmbildung Die Auswirkungen eines
zusätzlichen Mediumwechsels nach jeweils 24 h auf die quantitative Zusammensetzung der
Biofilme ist in Abbildung 3.8 (sowie in Abb. A.9, S. 88 und A.10, S. 89) dargestellt. Der
regelmäßige Mediumwechsel führte grundsätzlich zu einer Zunahme der KBE aller Mikroor-
ganismen in allen Biofilmen. Bei C. albicans zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
den KBE für den monomikrobiellen C. albicans - und den dualen C. albicans - P.aeruginosa
- Biofilm. Betrachtet man die KBE von S. aureus, so wurden im monomikrobiellen und po-
lymikrobiellen Biofilm keine statistisch signifikanten Unterschiede erreicht, aber auch hier
ergab sich eine deutliche Tendenz zur Zunahme der Anzahl koloniebildender Einheiten durch
einen regelmäßigen Mediumwechsel. Vor allem P. aeruginosa scheint von einem regelmäßigen
Mediumwechsel zu profitieren. Hier waren die Unterschiede stets signifikant, für den monomi-
krobiellen Biofilm sogar hoch signifikant. Die Zunahme der KBE schwankte generell zwischen
73,6 % und 129,3 %.

3.1.3.4. Veränderungen in der Biofilm-Architektur

In diesem Abschnitt wurde der Frage nachgegangen, wie Biofilme aufgebaut sind und ob sich
durch Konkurrenzmikroorganismen Veränderungen im Aufbau von Biofilmen ergeben. Die
Architektur der Biofilme wurde mit Hilfe der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM)
untersucht. Dazu wurden die Biofilme auf Polystyren-Scheiben (slides) angezüchtet und nach
einer Inkubationszeit von 3 h, 12 h, 24 h und 96 h mit Calcofluor-white und FUN-1 angefärbt.
Folgende Biofilm-Kombinationen wurden untersucht:

• C.albicans (Kontrolle)

• C. albicans + P. aeruginosa

• C. albicans + S. aureus

• C. albicans + P. aeruginosa + S. aureus („polymikrobieller Biofilm“)

3.1.3.4.1. Adhäsionsphase Der monomikrobielle C. albicans - Biofilm war nach 3 h durch
lang aussprossende Keimschläuche gekennzeichnet (Abb. 3.9 A). Im Vergleich zum monomi-
krobiellen C. albicans - Biofilm waren in Kombination mit P. aeruginosa die Keimschläuche
von C. albicans nach einer Adhäsionszeit von 3 h verkürzt (Vergl. Abb. 3.9 A und B). Kräftige
metabolische Aktivität war jedoch in den Keimschläuchen nachweisbar. Die P. aeruginosa
- Zellen adhärierten an den Keimschläuchen oder lagerten oftmals paarig in unmittelbarer
Umgebung (Abb. 3.9 B). Im Biofilm mit S. aureus waren die Keimschläuche geringfügig kür-
zer als im monomikrobiellen Biofilm. Die S. aureus - Zellen lagerten sich gattungstypisch
in Haufen an die Keimschläuche an (Abb. 3.9 C). In der sagittalen Rekonstruktion war die
Nutzung der Keimschläuche als Grundgerüst für die Verankung der S. aureus - Zellen und
das weitere Wachstum in höhere Schichten gut erkennbar (Abb. 3.9 D und A.11, S. 89).
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Im polymikrobiellen Biofilm waren die Keimschläuche von C. albicans am kürzesten (Abb.
3.9 D). Trotzdem lag auch hier eine rege metabolische Aktivität vor. Insgesamt adhärierten
die Bakterien nach 3 h nicht nur am Boden der Polystyren-Scheiben, sondern v. a. an den
Keimschläuchen von C. albicans, was offensichtlich zu einem verzögerten Längenwachstum
der Keimschläuche führte.

Abbildung 3.9.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) mono- und polymikrobieller
Biofilme nach 3 h Inkubationszeit: (A) C. albicans, (B) C. albicans + P.
aeruginosa (C) C. albicans + S. aureus und (D) C. albicans + S. aureus +
P. aeruginosa.
Beschriftete Bilder: Horizontalschnitte; jeweils darunter der im Bild markier-
te Sagittalschnitt mit Markierung der Höhe des Horizontalschnittes.

3.1.3.4.2. Frühphase der Biofilmbildung Nach 12 h hatte C. albicans bereits einen ca. 20
µm 2-schichtigen Biofilm bestehend aus adhärenten Hefezellen am Boden und einem darüber
liegenden Hyphen-Geflecht gebildet. Erwartungsgemäß wiesen die am weitesten oben liegen-
den Hyphen die größte metabolische Aktivität auf (Abb. 3.10 A unten). Im dualen Biofilm
mit P. aeruginosa zeigten die Stäbchen nach 12 h eine sehr starke Adhäsion an die C. albi-
cans - Hyphen, vor allem in den unteren Schichten des Biofilms. Somit wirkte dieser Biofilm
recht aufgelockert (Abb. 3.10 B unten). Im Bereich dichterer P. aeruginosa - Aggregate wur-
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Abbildung 3.10.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie mono- und polymikrobieller Biofilme
in der Frühphase der Biofilmbildung (nach 12 h Inkubationszeit): (A) C.
albicans, (B) C. albicans + P. aeruginosa (C) C. albicans + S. aureus und
(D) C. albicans + S. aureus + P.aeruginosa. Die gelben Linien markieren
die Schnittebenen.
Beschriftete Bilder: Horizontalschnitte; jeweils darunter der im Bild mar-
kierte Sagittalschnitt mit Markierung der Höhe des Horizontalschnittes.

de eine durch FUN-1 grünlich angefärbte und die Bakterien umgebende Matrix sichtbar. Im
Gegensatz dazu bildete sich im dualen Biofilm mit S. aureus eine dreischichtige Struktur, be-
stehend aus einer basalen sehr dichten Zone mit den verankerten Hefen und nahezu lückenlos
angeordneten S. aureus - Zellen, eine mittlere kompakte Schicht mit aufstrebenden Hyphen
und dazwischen gelagerten Kokken und eine durch langstreckig verlaufende Hyphen domi-
nierte obere Schicht, in der S. aureus nur locker verteilt war. Zusätzlich fielen kanalartige
Freiräume bis in tiefere Schichten in diesem sehr kompakten Biofilm auf (Abb. 3.10 C und
Abb. A.12, S. 89). Im polymikrobiellen Biofilm waren vergleichsweise wenige und deutlich
kürzere Hyphen von C. albicans sichtbar, sodass kein dichtes Hyphennetz entstand und der
gesamte Biofilm weniger durchflochten erscheint (Abb. 3.10 D und Abb. A.13 links auf S. 90).
Der S. aureus war hier die strukturgebende Spezies. Die P. aeruginosa - Stäbchen waren in
die dichten Kokkenaggregate eingelagert oder seltener direkt an den Hyphen zu finden (Abb.
A.13 rechts, S. 90).
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3.1.3.4.3. Intermediärphase Nach 24 h zeigte der monomikrobielle C. albicans - Biofilm
einen charakteristischen dreischichtigen Aufbau (Abb. 3.11). Dabei befanden sich die Hefezel-
len am Boden des Objektträgers, aus denen sämtliche Hyphen hervorgingen (untere Schicht).
Darüber lag eine lockerere mittlere Schicht, die von einer dichteren oberen Schicht aus ho-
rizontal verlaufenden, metabolisch hoch aktiven Hyphen abgeschlossen wurde. Die auffälli-
ge Kompaktheit in der obersten Schicht könnte möglicherweise auch dem Eigengewicht des
Deckgläschens geschuldet sein, wobei ein besseres Sauerstoff- und Nährstoffangebot ebenso
ein dichtes Wachstum fördern könnte. Die Hyphen im dualen Biofilm mit P. aeruginosa wa-
ren deutlich kürzer als im monomikrobiellen Biofilm. In den Hyphen konnten nun deutlich
Bereiche abgegrenzt werden, die nicht durch FUN-1 angefärbt wurden und damit metabolisch
inaktiv waren (Abb. A.14 A, S. 90). Die P. aeruginosa - Zellen waren nur selten in Bereichen
außerhalb des Gerüstes aus C. albicans - Hyphen zu finden, wodurch dieser Biofilm durch
relativ große Zwischenräume gekennzeichnet war. Der duale Biofilm mit S. aureus war weiter-
hin sehr kompakt. Alle Bereiche wurden von S. aureus belegt mit Ausnahme der kanalartigen
Strukturen, die den Biofilm durchzogen (Abb. A.14 B). Der polymikrobielle Biofilm konnte
vergleichweise nur kurze Hyphen von C. albicans vorweisen, ein dreischichtiger Aufbau bildete
sich nicht heraus (Abb. A.14 C). S. aureus stellt hier die strukturgebende Bakterienpopulati-
on dar, allerdings nahm die Anzahl von P. aeruginosa erheblich zu. An den Adhäsionspunkten
mit den C. albicans - Hyphen traten Aussparungen der FUN-1-Färbung auf. Canyon-artige
Strukturen bildeten sich nun auch im polymikrobiellen Biofilm heraus (Abb. A.15, S. 91).

Abbildung 3.11.: Rekonstruktion der Biofilmstruktur: Gezeigt ist eine sagittale Ansicht ei-
ner dreidimensionalen Rekonstruktion des C. albicans - Biofilms nach 24 h
Inkubationszeit.

3.1.3.4.4. Reifephase Der monomikrobielle C. albicans - Biofilm war nach 96 h vor allem
durch sehr lange Hyphen gekennzeichnet, mit einem hohen Metabolismus vor allem in den
oberen Schichten. Neu hinzu kamen unangefärbte Zellkompartimente, wie sie bisher nur in
Biofilmen mit P. aeruginosa beobachtet wurden (Abb. A.16 A, S. 91). Die zuvor beschriebene
Dreischichtung bestand fort. Im Gegensatz dazu waren die Hyphen im dualen Biofilm mit
P. aeruginosa deutlich kürzer und teilweise abgeknickt. Zudem war eine starke Vermehrung
von P. aeruginosa festzustellen (Abb. A.16 B). Die P. aeruginosa - Konglomerate waren
zunehmend von einer anfärbbaren Matrix umgeben. Im dualen C. albicans - S. aureus -
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Biofilm war das dreischichtige Grundgerüst der Hyphen weiterhin vorhanden, allerdings waren
die Zellen von S. aureus nicht mehr so kompakt gelagert und ungleichmäßig angefäbrt, was
auf eine zunehmende Inaktivität hinweist (Abb. A.16 C). Insgesamt scheint dieser Biofilm
nach 96 h an Integrität zu verlieren. Im polymikrobiellen Biofilm haben sich nach 96 h die
Zellzahlen qualitativ zugunsten von P. aeruginosa verschoben. Diese dominierten vor allem
in den oberen Biofilmbereichen (grün gefärbt), während S. aureus vorwiegend im unteren
Bereich (orange gefärbt) zu finden war, sodass dieser Biofilm durch einen zweischichtigen
Aufbau kennzeichnet war (Abb. 3.12). Die nun auftretenden kleineren Kokken wirkten wie
im dualen Biofilm ebenfalls teilweise inaktiv.

Abbildung 3.12.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie des reifen polymikrobiellen Biofilms
nach 96 h Inkubationszeit: Die gelben Linien markieren die Schnittebenen.
Bild oben: Horizontalschnitt; darunter der im oberen Bild markierte Sagit-
talschnitt mit Markierung der Höhe des Horizontalschnittes.
(S. aureus gelb-orange; P. aeruginosa gelb-grün)

Insgesamt zeigen die Untersuchungen der Biofilm-Architektur, dass S. aureus und P. aeruginosa
das Hyphenwachstum von C. albicans hemmen. Das Vorhandensein von C. albicans führt zur
Zunahme der Bakterienzellzahlen von S. aureus und P. aeruginosa. S. aureus vermehrt sich
im dualen Biofilm gegenüber P. aeruginosa vergleichsweise massenhaft. Die Architektur des
polymikrobiellen Biofilms verändert sich mit zunehmender Reife. Hierbei bildet sich zwischen
den Hyphen von C. albicans eine Zweischichtung aus, wobei P. aeruginosa die obere Schicht
und die nun in unterschiedlicher Größe auftretenden S. aureus - Kokken die untere Schicht
bilden.
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3.2. Teil 2: Dualer S. aureus - C. albicans - Biofilm

Ein wesentliches Resultat aus den in Teil 1 dargestellten Experimenten war die Veränderung
der kinetischen Entwicklung, der quantitativen Zusammensetzung und des strukturellen Auf-
baus des dualen S. aureus - C. albicans - Biofilms. Wie in Abb. 3.4, S. 30 gezeigt, konnte
für den dualen Biofilm, bestehend aus einem S. aureus - Patientenisolat (VA 19552) und
dem C. albicans - Laborstamm SC 5314, eine deutliche Zunahme der Gesamt-Biofilmmasse
im Vergleich zum monomikrobiellen S. aureus - Biofilm verzeichnet werden. Darüber hinaus
kam es zu einer signifikanten Zunahme der Anzahl koloniebildender Einheiten von S. aureus
(VA 19552) in Anwesenheit von C. albicans (SC 5314). Ziel der weiteren Untersuchungen
war es, zu analysieren, wodurch die hier beobachtete Wachstumsstimmulation von S. aureus
hervorgerufen wird.

3.2.1. Biofilm

3.2.1.1. Wachstumskinetik

Abbildung 3.13.: Kristallviolett-Assay: Biofilmdicke der jeweiligen Biofilmkombinationen
nach 1,5 h sowie nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h anhand der mittleren
optischen Dichte gemessen bei 570 nm.

Zunächst sollte überprüft werden, ob die oben beschriebenen Beobachtungen stammspezi-
fisch sind oder ob derselbe Effekt auch mit anderen Stämmen von S. aureus (VA 31883) und
C.albicans (VA 31883) auftritt. Zur Bestimmung der Biofilmmasse wurde die Kristallviolett-
Färbung verwendet. Die Biomasse des dualen C. albicans - S. aureus - Biofilms war zu allen
Zeitpunkten signifikant höher als die des monomikrobiellen S. aureus - Biofilms unabhängig
vom verwendeten Isolat (Abb. 3.13 und A.17, S. 92). Gezeigt sind die gemittelten Messwer-
te und die einfache Standardabweichung der optischen Dichte (OD) von drei unabhängig
durchgeführten Experimenten.
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Abbildung 3.14.: Zeitkinetik der koloniebildenden Einkeiten (KBE/ml) von S. aureus (VA
19552 und VA 31883) in Kombination mit C. albicans (SC 5314 oder VA
31883): Gezeigt sind die gemittelten KBE-Zahlen von S. aureus aus zwei un-
abhängigen Experimenten mit Dreifachbestimmung. Die Sterne indizieren
einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001) zwischen den monomikro-
biellen und den dualen Biofilmen.

Nach Quantifizierung der gleichen Stämme (Abb. 3.14 und A.18, S. 92) zeigte sich eine
signifikante Zunahme der KBE von S. aureus (VA 19552), wenn dieser mit C. albicans (SC
5314) oder mit dem Patientenisolat (VA 31883) inkubiert wurde. Ein besonders starker An-
stieg war nach 72 h festzustellen. Im dualen Biofilm mit C. albicans zeigte sich somit ein
wachstumsstimulierender Effekt auf S. aureus. Dieser Effekt ist dabei weder für S. aureus
noch für C. albicans stammspezifisch.

3.2.1.2. Beeinflussung des Wachstums

Um zu differenzieren, ob die beobachtete Wachstumsstimulation von S. aureus ausschließlich
durch direkten Kontakt an das Hyphennetzwerk von C. albicans verursacht wird, wurden
24 h alte S. aureus - Biofilme (VA 19552) mit zellfreien Überständen von C. albicans (SC
5314 bzw. VA 31883) für weitere 24 h inkubiert. Die Überstände wurden zuvor 1:1 mit fri-
schem Medium verdünnt und steril filtriert. Bemerkenswerterweise stiegen die KBE von S.
aureus um mehr als das zehnfache an, wenn Überstände von 72 h oder 96 h alten C. albicans
- Biofilmen verwendet wurden (Abb. 3.15). Der größte Zuwachs (28-fach) wurde unter Ver-
wendung von Überständen eines 96 h alten C. albcians - Biofilms (SC 5314) beobachtet. Die
Sterne indizieren einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001) zwischen der Kontrolle und
den mit Überstand inkubierten Biofilmen. Um zu erruieren, ob der Effekt durch hitzelabile
Bestandteile des Überstandes hervorgerufen wird, wurden die Überstände von C. albicans
(SC 5314) in einem weiteren Versuch vor der Zugabe hitzeinaktiviert. Wie in Abbildung 3.16
gezeigt, konnten hitzebehandelte Überstände im Gegensatz zu unbehandelten Überständen
zu keinem Zeitpunkt das Wachstum von S. aureus fördern. In den Abb. 3.15 und 3.16 sind
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Abbildung 3.15.: Auswirkungen von zellfreien C. albicans - Überständen (SC 5314 und VA
31883) nach 0 h - 96 h Inkubationszeit auf 24 h alte S. aureus - Kulturen
mittels KBE-Bestimmung.

die gemittelten KBE sowie die einfache Standardabweichung von zwei unabhängigen Expe-
rimenten mit je dreifacher Wiederholung gezeigt. Hoch signifikante Unterschiede zwischen
hitzebehandelten und unbehandelten Überständen sind mit Sternen gekennzeichnet. Diese
Experimente demonstrieren, dass der wachstumsfördernde Effekt auf S. aureus durch hit-
zelabile Faktoren, die sich im Überstand von C. albicans - Kulturen befinden, hervorgerufen
sein muss.

Abbildung 3.16.: Auswirkungen von zellfreien (hitzebehandelten und unbehandelten) C. al-
bicans - Überständen (SC 5314) nach 0 h - 96 h Inkubationszeit auf 24 h
alte S. aureus - Kulturen mittels KBE-Bestimmung.
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3.2.2. Quorum-sensing-Moleküle von C. albicans

3.2.2.1. Wirkung von Farnesol und Tyrosol auf die Biofilm-Bildung von S. aureus

Um den wachstumsfördernden Einfluss der Überstände aus C. albicans - Kulturen auf S. au-
reus zu präzisieren wurden die Auswirkungen einer Reihe von Molekülen, die von C. albicans
sezerniert werden, genauer untersucht. Dazu zählen Farnesol, Tyrosol und Prostaglandin E2

(PGE2). Zunächst wurde der Effekt von synthetischem Farnesol auf 24 h alte S. aureus -
Biofilme nach Zugabe von verschiedenen Konzentrationen der Reinsubstanz untersucht.

Abbildung 3.17.: Auswirkungen von Farnesol in verschiedenen Konzentrationen auf 24 h ge-
wachsene S. aureus - Kulturen mittels KBE-Bestimmung. Die Sterne indi-
zieren einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001) der gezeigten ge-
mittelten KBE mit einfacher Standardabweichung aus zwei unabhängigen
Experimenten in Dreifachbestimmung im Vergleich zur Kontrolle.

Nach weiteren 24 h Inkubation wurde die Anzahl der KBE bestimmt. Als Kontrolle dienten
S. aureus - Biofilme, die ohne Farnesol inkubiert wurden. Abb. 3.17 zeigt, dass synthetisches
Farnesol in Konzentrationen zwischen 0,5 und 5 nM eine Zunahme der KBE bewirkt. Kon-
zentrationen über 50 nM hingegen bewirkten eine Reduktion der Anzahl von S. aureus -
Kolonien. Diese Unterschiede waren signifikant im Vergleich zum Kontrollbiofilm ohne Farne-
sol. In gleicher Verfahrensweise wurde der Einfluss von Tyrosol untersucht. Konzentrationen
im Bereich von 2,5 mM bis 0,005 pM konnten keine Wachstumsstimulation von S. aureus
hervorrufen (Abb. A.19, S. 93).
Um den Zusammenhang zwischen der Farnesolproduktion von C. albicans und dem Wachs-

tum von S. aureus zu bestätigen, wurden Überstände des Farnesol-produzierenden C. albicans
- Stamm SC 5314 und des Farnesol-negativen C. albicans - Stamm ATCC 10231 zu verschie-
denen Zeitpunkten abgenommen und zu 24 h alten S. aureus - Biofilmen gegeben (Abb.
3.18). Der Überstand beider C. albicans - Stämme induzierte eine Zunahme der Anzahl ko-
loniebildender Einheiten von S. aureus im Vergleich zur Kontrolle (S. aureus - Biofilm ohne
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Abbildung 3.18.: Wachstumskinetik von S. aureus (VA 19552) im monomikrobiellen Biofilm
nach Inkubation mit Überständen des Farnesol-produzierenden C. albicans
- Stamm SC 5314 und des Farnesol-defizienten Stammes C. albicans ATCC
10231 anhand der KBE. Die Sterne indizieren einen hoch signifikanten Un-
terschied (p < 0,001) der gezeigten gemittelten KBE mit einfacher Stan-
dardabweichung aus zwei unabhängigen Experimenten in Dreifachbestim-
mung im Vergleich zur Kontrolle.

C. albicans - Überstand). Der Überstand des Farnesolproduzenten C. albicans (SC 5314)
bewirkte eine signifikant stärkere Zunahme der Zellzahlen von S. aureus im Vergleich zum
Farnesol-defizienten C. albicans - Stamm ATCC 10231. Da der Farnesol-negative C. albi-
cans - Stamm ebenfalls das Wachstum von S. aureus protegierte (Abb. A.20, S. 93), lag die
Vermutung nahe, dass eine weitere Substanz an der Ausbildung des Effektes beteiligt sein
muss.

3.2.2.2. Einfluss von Prostaglandin E2 auf die Biofilmbildung von S. aureus

Abbildung 3.19.: Wirkung von PGE2-Reinsubstanz verschiedener Konzentrationen auf S. au-
reus VA 19552 mittels KBE-Bestimmung.
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Neben Farnesol und Tyrosol sezerniert C. albicans Prostaglandin E2. Um zu überprüfen,
ob PGE2 einen Effekt auf die Biofilmbildung von S. aureus hat, wurden 24 h alte S. aureus
- Biofilme zunächst mit verschiedenen Konzentrationen von synthetischem PGE2 inkubiert.
Die Ergebnisse sind in Abb. 3.19 dargestellt. Die Mittelwerte der KBE unbehandelter S.
aureus - Biofilme dienten als Kontrolle. PGE2-Konzentrationen zwischen 50 pg/ml - 250
pg/ml bewirkten eine starke Zunahme der KBE im S. aureus - Biofilm. Der Unterschied
zwischen mit PGE2 behandelten und unbehandelten S. aureus - Biofilmen war statistisch
signifikant.

Abbildung 3.20.: Hitzebehandlung verschiedener Konzentrationen der PGE2-Reinsubstanz
und Auswirkung auf das Wachstum von S. aureus VA 19552 mittels KBE-
Bestimmung.

Um zu untersuchen, ob PGE2 hitzelabil ist, wurden unter gleichen Bedingungen S. aureus -
Kulturen mit unbehandeltem oder hitzebehandeltem PGE2-haltigem Medium verschiedener
Konzentrationen inkubiert. Abb. 3.20 zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen
der KBE von S. aureus normalisiert auf die Mittelwerte der unbehandelten Kontrollen. Hit-
zebehandeltes PGE2-haltiges Medium führte zu keinem Anstieg der KBE von S. aureus im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, was die Hitzelabilität von PGE2 bestätigt. Insgesamt
zeigen unsere bisherigen Experimente, dass sowohl subinhibitorische Konzentrationen von
Farnesol als auch reines PGE2 die Biofilmbildung von S. aureus förderten.
Im nächsten Schritt wurden die PGE2-Konzentrationen (Abb. 3.21) und die Konzentrationen
der PGE2-Metabolite (Abb. A.21, S. 94) in den Überständen von Biofilmen des Farnesol-
produzierenden C. albicans SC 5314 und des Farnesol-negativen ATCC 10231 bestimmt. In
Überständen von SC 5314 fanden sich signifikant höhere Konzentrationen von PGE2 (13
pg/ml - 240 pg/ml) und seiner Metabolite (17 pg/ml - 543 pg/ml) als in Überständen des
Stammes ATCC 10231 (8 pg/ml - 176 pg/ml bzw. 12 pg/ml - 369 pg/ml) in 24 h bis 96 h
gewachsenen Biofilmen.
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Abbildung 3.21.: PGE2-Konzentrationen in Überständen von C. albicans SC 5314 (Farne-
solproduzent) und ATCC 10231 (produziert kein Farnesol) nach verschie-
denen Inkubationszeiten. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
(p < 0,05) sind durch Sterne gekennzeichnet. Beide Experimente wurden
doppelt durchgeführt mit jeweils drei Wiederholungen.

3.2.2.3. C. albicans - Mutator-Stämme

Abbildung 3.22.: PGE2-Level in Kulturüberständen von C. albicans SC 5314, M134 (ura3-/-)
und M1096 (ura3-/-fet31-/-) nach verschiedenen Inkubationszeiten.

Um die bisherigen Ergebnisse weiter zu untermauern, wurden Experimente mit genetisch
veränderten C. albicans - Stämmen durchgeführt. Zunächst wurden die PGE2-Konzentrationen
in den Kulturüberständen vom C. albicans - Wildtyp SC 5314, vom Referenzstamm M134
(ura3-/-) und der PGE2-Nullmutante M1096 nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h Inkubationszeit
bestimmt (Abb. 3.22). Für die PGE2-Nullmutante M1096 (ura3-/-fet31-/-), bei der beide
Allele des Kupferoxidase-Gens fet31 ausgeschaltet wurden, konnten mit dem hier verwen-
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deten ELISA keine messbaren PGE2-Konzentrationen ermittelt werden. Im Gegensatz dazu
bildeten der Wildtyp-Stamm SC 5314 und der M1096-Mutterstamm M134 (ura3-/-) zu allen
Zeitpunkten ähnlich viel PGE2.

Abbildung 3.23.: Auswirkungen von zellfreien Kulturüberständen der C. albicans - Stämme
SC 5314, M134 (ura3-/-) und M1096 (ura3-/-fet31-/-), die nach unterschied-
lichen Inkubationszeiten entnommen wurden, auf den S. aureus - Biofilm
nach weiteren 24 h Bebrütung mittels KBE-Bestimmung.

Die Inkubation 24 h alter S. aureus - Biofilme mit zellfreien Überständen von C. albicans
SC 5314 (Wildtyp, Kontrolle) und M134 (Mutterstamm von M1096, PGE2-Bildner) führte
nach weiteren 24 h zu einer Zunahme der KBE im S. aureus - Biofilm (Abb. 3.23). Die
Überstände der C. albicans - Mutante M1096 (ura3-/-fet31-/-) hingegen waren zu keiner Zeit
in der Lage, einen wachstumsfördernden Effekt auf den S. aureus - Biofilm auszuüben.

3.2.2.4. Einfluss von Indometacin

Da ein konzentrationsabhängiger wachstumsfördernder Effekt von PGE2 durch die o. g. Ex-
perimente beschrieben werden konnte, wurden in weiteren Versuchen die Auswirkungen des
nichtspezifischen Cyclooxygenasehemmers Indometacin auf die stimulatorische Aktivität von
C. albicans auf S. aureus getestet. Hierfür wurde Indometacin in verschieden Konzentrationen
(1 µM - 1000 µM) zu dualen Biofilmen von C. albicans SC 5314 und S. aureus VA 19552 nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten (0 h - 96 h) hinzugefügt und nach erneuter Inkubation
für 24 h die PGE2-Konzentrationen im ELISA gemessen. Unbehandelte Kulturen des dualen
Biofilms dienten als Kontrolle. Unsere Messungen zeigten, dass Indometacin die Biosynthe-
se von PGE2 (Abb. 3.24) und dessen Metaboliten (Abb. A.22, S. 94) in Konzentrationen
zwischen 10 µM - 1000 µM effektiv hemmt. Die Unterschiede zwischen den mit Indometacin
behandelten und nicht mit Indometacin behandelten Biofilmen waren hoch signifikant (p <
0,001). Dieser Einfluss von Indometacin auf die PGE2-Produktion wirkte sich auch auf das
Wachstum von S. aureus in dualen Biofilmen aus (Abb. 3.25). Indometacin war in der Lage,
das Wachstum von S. aureus in dualen Biofilmen mit C. albicans dosisabhängig zu hemmen.
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Abbildung 3.24.: Indometacin in verschiedenen Konzentrationen wurde zum dualen Biofilm
bestehend aus S. aureus VA 19552 und C. albicans SC 5314 zu verschie-
denen Zeitpunkten (0 h - 96 h) hinzugegeben und anschließend die PGE2-
Konzentrationen im Überstand mittels ELISA gemessen.

Abbildung 3.25.: Verschiedene Konzentrationen von Indometacin wurden zum dualen S. au-
reus VA 19552 - C. albicans SC 5314 - Biofilm zu verschiedenen Zeitpunkten
appliziert. Gezeigt ist die Auswirkung auf die KBE von S. aureus.
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3.2.2.5. Einfluss von S. aureus auf die PGE2-Produktion von C. albicans

Mit diesem Experiment sollte der Frage nachgegangen werden, ob S. aureus möglicherweise
eine stimulierende Wirkung auf die PGE2-Synthese von C. albicans haben könnte. Dazu wur-
den die PGE2-Konzentrationen in monomikrobiellen C. albicans - Biofilmen (SC 5314) mit
denen in dualen S. aureus - C. albicans - Biofilmen zu verschiedenen Zeitpunkten verglichen.
Ein signifikanter Unterschied konnte nur nach einer Inkubationszeit von 96 h beobachtet wer-
den. Zu diesem Zeitpunkt produzierte der monomikrobielle C. albicans - Biofilm sogar höhere
PGE2-Mengen als der duale Biofilm (Abb. A.23, S. 95). Eine Stimulation der PGE2-Synthese
von C. albicans durch S. aureus konnte nicht nachgewiesen werden.

3.2.2.6. Ausschluss substanzspezifischer Wirkungen

Um einen wachstumshemmenden Einfluss durch den Lösungsvermittler DMSO oder durch
Indometacin selbst auf C. albicans oder S. aureus auszuschließen, wurden die KBE-Zahlen
monomikrobieller Biofilme nach Hinzugabe der Substanzen nach bestimmten Inkubationszei-
ten (0 h - 96 h) untersucht. Die Abbildungen A.24 und A.25 (S. 95) zeigen exemplarisch für
S. aureus VA 19552 und C. albicans SC 5314, dass sich keine signifikanten Unterschiede auf
die KBE und somit das Wachstum durch diese Substanzen ergaben.
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4. Diskussion

Die Koexistenz von Bakterien und Hefen wurde in verschiedenen Studien beschrieben. So
zeigte bereits die Untersuchung von Hermann et al. eine deutliche Assoziation von P. aerugi-
nosa und S. aureus in Probenkulturen mit positivem C. albicans - Nachweis im Vergleich zu
C. albicans - negativen Kulturen [93]. Auch neuere Studien belegen die klinische Relevanz der
hier untersuchten Organismenkombinationen. So sind Verbrennungswunden zunächst meis-
tens mit S. aureus infiziert, im weiteren Verlauf kommt es dann zu einer Dominanz von P.
aeruginosa in den Wunden [144]. Die einzigen in dieser Untersuchung nachgewiesenen Pil-
ze waren Candida spp. In einer Studie zur Prävalenz von Infektionen auf Intensivstationen
konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Dauer des Auf-
enthaltes auf der Intensivstation und dem Aufteten von Infektionen v. a. durch Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus, Acinetobacter, Pseudomonas species und Candida species
bestand [234]. Klotz und Mitarbeiter berichteten, dass 100 von 372 Patienten mit Candidämie
(27 %) polymikrobielle Blutkulturen hatten. Bei 88 Patienten (24 %) konnten neben Candida
spp. Bakterien in der Blutkultur nachgewiesen werden [130].
Bei polymikrobiellen Infektionen ist die Biofilmbildung die typische Organisationsform der
Mikroorganismen [42, 48, 54]. Biofilme sind strukturierte mikrobielle Gemeinschaften, die an
biotischen oder abiotischen Oberflächen haften und in einer aus Exopolymeren bestehenden
Matrix eingebettet sind, um der Immunantwort des Wirts zu widerstehen. Biofilme weisen ei-
ne erhöhte Toleranz gegenüber antimikrobiell wirkenden Substanzen auf [147, 193, 196, 197].
Typische Biofilm-assoziierte Infektionen, bei denen die hier untersuchten Mikroorganismen
häufig ko-isoliert werden, sind chronische Wundinfektionen, chronische Nasennebenhöhlen-
und Lungeninfektionen bei Patienten mit Cystischer Fibrose oder das diabetische Ulcus cru-
ris [100, 207].

4.1. Adhäsion

Vorraussetzung für die Biofilmbildung ist eine ausreichende Adhäsion von Mikroorganismen
auf der Oberfläche. Zur Untersuchung der quantitativen Verhältnisse in den verschiedenen
Biofilmen wurde die Anzahl der koloniebildenden Einheiten bestimmt. Für monomikrobiel-
le und duale Biofilme, die C. albicans enthalten, wurden Adhäsionszeiten zwischen ein und
drei Stunden beschrieben [14, 40, 92, 102, 232]. Unsere Ergebnisse zeigten, dass nach zwei
Stunden noch kein genügend fester Halt im polymikrobiellen Biofilm gegeben war. Die Mikro-
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organismen verloren bereits bei kleinster Manipulation die Haftung. Im Medium waren noch
viele frei flottierende Organismen nachweisbar. Die Adhäsion von Mikroorganismen verläuft
in zwei Phasen. Mikroorganismen tasten mit Hilfe einer Reihe extrazellulärer Organellen und
Proteine, wie Flagellen, Pili, Fimbrien und Oberflächenproteinen, die Oberflächen ab, bevor
sie sich zunächst locker und damit reversibel an die Oberflächen anheften. Danach beginnen
die Mikroorganismen extrazelluläre, polymere Substanzen aus Polysacchariden, Proteinen,
Nukleinsäuren und Lipiden zu produzieren, über die nun eine irreversible Bindung zwischen
Mikroorganismus und Oberfläche vermittelt wird [32, 110, 155, 204, 228]. Eine irreversible
Bindung an die Oberfläche der Polystyrenplatten war in unseren Experimenten nach drei
Stunden erreicht. Nach vier Stunden war die Adhärenz hervorragend, allerdings konnten wir
zu diesem Zeitpunkt bereits eine zunehmende Ausbreitung und Vermehrung, beispielsweise
durch Knospung der Hefezellen, die regelhaft zwischen drei und sechs Stunden stattfindet,
beobachten [92].
Die Adhäsion an abiotischen Flächen hängt von der Oberflächenbeschaffenheit der Materiali-
en ab. Mikroorganismen adhärieren vor allem an Oberflächen, die mit einem Film überzogen
sind, der Komponenten wie Nukleinsäuren, Proteine, Aminosäuren, Zucker und Fettsäuren
enthält [204]. Bei dem von uns verwendetem Material handelt es sich um Kulturplatten aus
Polystyren, das sich in verschiedenen Publikationen als Material zur Kultivierung von Biofil-
men sowohl für Bakterien als auch C. albicans als geeignet erwiesen hat [162, 163, 164, 172].
Polystyren hat eine glatte, hydrophobe Oberfläche [77, 116]. Fimbrien und Bestandteile gram-
positiver Bakterien (z. B. Mycolsäuren) begünstigen eine bessere Adhäsion an hydropho-
be Oberflächen, wohingegen extrazelluläre polymerische Substanzen und Lipopolysacchari-
de durch Hydrophilie gekennzeichnet sind [47]. Lee und Mitarbeiter berichteten, dass die
Biofilmbildung von S. aureus auf hydrophoben Oberflächen (Polypropylen und Polystyren)
niedriger ist als auf hydrophilen Oberflächen (Glas und rostfreier Stahl) [143]. Wurde dem
Medium Glukose beigefügt stieg die Biofilmbildung auf hydrophoben Oberflächen deutlich
an. Um auf abiotischen Oberflächen Biofilme bilden zu können, wurde für S. aureus in-vitro
gezeigt, dass Plasmaproteine auf den Mikrotiterplatten und die Ergänzung von Salz und Glu-
kose zum Nährmedium notwendig sind [37].
Durch Quantifizierung der Mikroorganismen nach 3 h fiel auf, dass im monomikrobiellen Bio-
film deutlich weniger Hefezellen adhärierten als im dualen oder polymikrobiellen Biofilm. Die
meisten adhärenten C. albicans - Zellen wurden im dualen Biofilm mit S. aureus nachgewie-
sen, was zunächst die Vermutung nahe legt, dass vor allem S. aureus aber auch P. aeruginosa
die Adhäsion von C. albicans begünstigen (Abb. A.5, S. 86). Durch CLSM konnten wir zeigen,
dass die Keimschlauchbildung von C. albicans in Anwesenheit der Bakterien inhibiert war.
Dieser Effekt wurde von anderen Autoren ebenfalls beschrieben [67]. Freie Oberflächen bilden
die Voraussetzung für die Anheftung, sodass kürzere Hyphen Freiräume für die Adhäsion von
mehr C. albicans - Zellen lassen.
S. aureus adhärierte in Anwesenheit von C. albicans schneller, sodass nach drei Stunden (so-
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wie auch nach 12 h und 24 h) die KBE von S. aureus im dualen Biofilm stets deutlich höher
waren als im mono- oder polymikrobiellen Biofilm (Abb. A.6, S. 87).
Im Gegensatz zu S. aureus zeigte P. aeruginosa im dualen und polymikrobiellen Biofilm
nach 3 h signifikant geringere Zellzahlen als im im monomikrobiellen Biofilm, was zumindest
zu diesem Zeitpunkt einen antagonistischen Effekt vermuten lässt. Zu allen späteren Un-
tersuchungszeitpunkten konnten in den dualen oder polymikrobiellen Biofilmen stets mehr
P. aeruginosa - Zellen nachgewiesen werden als im monomikrobiellen Biofilm (Abb. A.8, S.
88). Eine Ursache liegt darin begründet, dass S. aureus auch an die Hefenform von C. albi-
cans binden kann, wenn auch in deutlich geringerem Ausmaß. P. aeruginosa hingegen bindet
ausschließlich an die Hyphenform. In der Phase der Adhäsion bilden sich zunächst nur Keim-
schläuche und kurze Hyphen, was die Unterschiede zwischen S. aureus und P. aeruginosa
erklärt [96, 182].
Zur Aufklärung der Architektur der Biofilme wurde die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM) verwendet. C. albicans bildet nach 3 h Inkubationszeit im dualen Biofilm mit S.
aureus ein Grundgerüst, auf dem S. aureus - Kolonien entstehen (Abb. A.11, S. 89). Das
Wachstum der C. albicans - Hyphen wurde durch die Anwesenheit von S. aureus nur ge-
ringfügig vermindert. Wir konnten frühere Berichte bestätigen, die ebenfalls zeigten, dass S.
aureus Mikrokolonien an den Hyphen von C. albicans bildet und diese als Grundgerüst zur
Bildung eines Biofilms nutzt [36, 83, 181]. Erst dadurch wird es S. aureus möglich, einen
dicken, festen Biofilm zu bilden [83]. Das durch C. albicans produzierte Agglutinin-ähnliche
Protein 3 (Als3p) vermittelt die Adhärenz von S. aureus auf den Hyphen. Peters et al. konn-
ten zeigen, dass ohne Als3p signifikant weniger S. aureus - Zellen an C. albicans adhärieren
[190].
Die Untersuchung mittels Kristallviolett konnte im Vergleich zeigen, dass der monomikrobielle
C. albicans - sowie P. aeruginosa - Biofilm die geringste Ausgangsmasse aller Kombinationen
aufwies. Hohe Ausgangsmassen wurden für alle Biofilme, an denen C. albicans beteiligt war,
nachgewiesen (Abb. 3.5, S. 31).

4.2. Biofilmbildung

Während der weiteren Biofilmreifung konnte ein wachstumshemmender Effekt von P. aerugi-
nosa auf C. albicans beobachtet werden, was bereits früher beschrieben wurde [96, 124, 227].
Die Gesamtmasse des dualen C. albicans - P. aeruginosa - Biofilms sowie die C. albicans -
Zellzahlen waren zu jedem Zeitpunkt geringer als im monomikrobiellen C. albicans - Biofilm.
Im polymikrobiellen Biofilm konnte der gleiche Effekt beobachtet werden, da die Biofilmmasse
des dualen C. albicans - S. aureus - Biofilms stets größer war. Möglicherweise hemmt P. aeru-
ginosa auch das Wachstum von S. aureus im polymikrobiellen Biofilm, da die Zellzahlen von
S. aureus nur geringfügig anwuchsen und die Zellzahlen von S. aureus im reifen Biofilm nach
96 h unter den Ausgangswert abfielen. Zu diesem Zeitpunkt konnten erstmals auf den Agar-
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platten SCVs nachgewiesen werden (Abb. A.7, S. 87). Die von P. aeruginosa sezernierten Exo-
produkte Hydroxyquinolon-N-Oxid und Pyocyanin verursachen durch Hemmung des aeroben
Elektronentransportes von S. aureus eine Selektion von SCVs [23, 70, 125, 174, 221, 230]. Die
SCVs bilden fermentativ Laktat, das von P. aeruginosa konsumiert wird und den beobach-
teten wachstumsfördernden Effekt auf P. aeruginosa im polymikrobiellen Biofilm erklären
könnte [62]. Weiterhin auffallend waren vakuolenartige Kompartimente in den C. albicans -
Hyphen im 24 h und 96 h gewachsenen dualen C. albicans - P. aeruginosa - Biofilm. Die-
se Hyphen-Kompartimente fanden sich nur in Biofilmkombinationen mit P. aeruginosa und
als einzige Ausnahme auch nach 96 h im monomikrobiellen C. albicans - Biofilm. Die beob-
achtete Vakuolisation könnte durch aktive Sequestration von toxischen Substanzen aus dem
Zytoplasma in die Vakuole eine Rolle in der Detoxifikation von Substanzen spielen und Kor-
relat einer Stressreaktion sein [183]. Eine weitere Aufgabe wird für die Hyphendifferenzierung
und folglich für die Gewebeinvasion diskutiert [114, 184].
Ein wachstumsstimulierender Effekt von S. aureus auf C. albicans war bei gleichzeitigem
Vorhandensein von P. aeruginosa nicht nachweisbar. In der CLSM waren die Stäbchen nach
96 h vor allem in den oberen Biofilmschichten zu finden, teilweise bildete sich eine Zweitei-
lung aus, wobei die Staphylokokken die untere Schicht und teilweise kleinere Kokken bildeten
(Abb. 3.12, S. 39). Pyocyanin und sein Stoffwechselprodukt 1-Hydroxyphenazin könnten für
die beobachteten Veränderungen der Kokken verantwortlich sein [18, 125]. Die Bevorzugung
aerober Umgebungsbedingungen sowie die Motilität von P. aeruginosa könnten die Ursache
für die Ausbildung der Schichtung sein [101, 156, S. 525].
Die Biofilmmassen verhielten sich erwartungsgemäß konkordant zu den Beobachtungen der
KBE-Messungen und konnten durch Bildung einer OD/ODc-Ratio nach der Klassifikation
von Stepanovic et al. veranschaulicht werden (Abb. 3.5, S. 31) [219].
Eine Zunahme der Masse der monomikrobiellen Bakterienbiofilme wurde erst durch die Kom-
bination mit C. albicans erreicht, was schon früher beschrieben wurde [83, 181, 188]. Nach
Durchführung einer Reihe von Experimenten mit C. albicans, P. aeruginosa und S. aureus
optimierten wir ein in-vitro - Biofilmmodell mit dem Ziel, die Interaktionen zwischen C. al-
bicans und S. aureus genauer zu analysieren. Zur Biofilmanzucht wurde sowohl für S. aureus
als auch für C. albicans eine Zellzahl von 1,5-3x106 KBE/ml eingestellt, um die Interaktionen
besser untersuchen zu können. Zudem wurde jeweils nach 24 h Inkubation ein Mediumwechsel
durchgeführt, um eine stabile Nährstoffversorgung zu garantieren und toxische Substanzen
zu reduzieren. Auf einen Waschvorgang der Biofilme vor der weiteren Verarbeitung wur-
de verzichtet. Aufgrund des hohen Reifegrades gelang es mit mechanischen Methoden nicht
den Biofilm in kleinste Anteile zu zerlegen, um eine gleichmäßige KBE-Bestimmung durch-
zuführen. Daraufhin wurde eine chemische oder mechanische Homogenisation durchgeführt
(Kapitel 2.2.4.1, S. 18).
Im dualen C. albicans - S. aureus - Biofilm wurde ein Wachstumsvorteil von S. aureus und C.
albicans gegenüber den jeweiligen monomikrobiellen Biofilmen beobachtet, wobei S. aureus
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stärker profitierte. Der fördernde Effekt von C. albicans auf S. aureus wurde bereits früher
beschrieben und konnte in unseren Experimenten für die dualen Biofilme von S. aureus VA
19552 mit C. albicans SC 5314 und C. albicans VA 31883 bestätigt werden (Abb. 3.14, S. 41)
[35, 83, 218]. Im 24 h gereiften Biofilm wurden kleine Canyon-artige Strukturen und Kanäle
in der kompakten Biofilmstruktur gefunden, die von der Oberfläche in tiefere Biofilmschich-
ten verlaufen und sich dann aufzweigen (Abb. A.12, S. 89). Bei diesen Strukturen könnte
es sich um Versorungungskanäle handeln, die einen Austausch von Nährstoffen ermöglichen
[3, 222, 142]. Diese komplexe Architektur war im 96 h alten dualen C. albicans - S. aureus -
Biofilm nicht mehr zu sehen. Zudem konnte in anderen Studien Sauerstoff als limitierender
Wachstumsfaktor in tieferen Schichten des Biofilms detektiert werden und könnte somit auch
hier im gereiften Biofilm zur Abnahme der KBE von S. aureus im dualen bzw. polymikrobiel-
len Biofilm geführt haben [133]. Die inhomogene Färbung von S. aureus sowie das Auftreten
von sehr kleinen Kokken legt die Vermutung der Bildung von SCVs nahe, die auf den Agar-
platten nur zu diesem Zeitpunkt im dualen C. albicans - S. aureus - Biofilm nachgewiesen
werden konnte (Abb. A.7, S. 87).
Proteinexpressionsstudien bei 24 h gewachsenen dualen S. aureus - C. albicans - Biofilmen
identifizierten 27 verschieden regulierte Proteine, die zumeist mit Wachstum, Metabolismus
oder Stressreaktion assoziiert sind [188]. Zu den herunterregulierten Staphylokokkenprotei-
nen gehörte CodY, ein globaler Transkriptionsrepressor von Virulenzfaktoren [145]. Mögli-
cherweise lässt sich hiermit die schon früher beobachtete Mortalitätszunahme von Mäusen
im Infektionsmodell mit S. aureus und C. albicans erklären [34]. Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass CodY die Biofilmbildung in einem statischen Biofilmmodell hemmt, sodass die
verminderte Expression von CodY die Biofilmbildung und damit die Adhäsion an C. albi-
cans begünstigt [158]. Die Ursache für den wachstumsstimmulierenden Effekt auf S. aureus
in dualen Biofilmen mit C. albicans blieb lange Zeit ungeklärt [84, 181]. Der erhöhte Gluko-
segehalt in der Matrix von C. albicans - Biofilmen wurde als mögliche Ressourcenquelle für
das verstärkte Wachstum von S. aureus vermutet [83]. In unserer Arbeit konnten wir das von
C. albicans sezernierte PGE2 als Stimulus identifizieren (Kapitel 3.2.2.2, S. 44).
In Biofilmen sind mikrobielle Interaktionen oftmals polydirektional, was beispielsweise dazu
führt, dass C. albicans einen negativen Effekt auf die Motilität von P. aeruginosa ausübt
[177]. Die vorbestehenden Eigenschaften der Mikroorganismen werden durch das Zusammen-
treffen der drei untersuchten Organismen im polymikrobiellen Biofilm durch polydirektiona-
le Signale moduliert. So wurden einerseits Veränderungen bei der Adhäsion, Biofilmreifung
und Biofilmdispersion, andererseits aber auch Modulationen zellulärer Antworten beobachtet
[10, 34, 45, 46, 188]. Die Grundlage hierfür bildet Quorum-sensing.
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4.3. Quorum-sensing

Quorum-sensing beschreibt die Kommunikation zwischen Mikroorganismen und spielt eine
immense Rolle in polymikrobiellen Biofilmen [150]. Staib et al. stellten bereits 1976 die Hy-
pothese auf, dass Endprodukte von C. albicans als Substrat für ein verstärktes Wachstum
von S. aureus dienen könnten [218]. Auch wir konnten zeigen, dss zellfreie Überstände von
C. albicans – Biofilmen Wachstum, Proliferation und Biofilmbildung von S. aureus fördern.
Eines der kontinuierlich von C. albicans in die Umgebung abgegebenen Produkte ist Farne-
sol, welches als Quorum-sensing Molekül in die Regulation des Hefen-Myzel-Dimorphismus
des Pilzes involviert ist [103, 141]. Die Kumulation von Farnesol verhindert durch Hemmung
des Präinitiationskomplexes der Translation der Proteinbiosynthese die Keimschlauchbildung
von C. albicans, weshalb die C. albicans - Morphologie als knospende Hefe bestehen bleibt
[51, 103]. Durch diese Suppression der Hyphenbildung wird die Biofilmbildung stark reduziert
[8, 194]. Hohe Farnesolkonzentrationen zeigen außerdem eine antimikrobielle Aktivität gegen
verschiedene Pathogene [111]. Hada et al. berichteten über eine Inhibition des Wachstums
von S. aureus ab einer Konzentration von 20 µg ml−1 (entspricht 90 µM) [80]. Eine Hemmung
des Wachstums in diesen Konzentrationsbereichen konnten wir ebenfalls beobachten (Abb.
3.17, S. 43). Darüber hinaus konnten wir in unseren Experimenten zeigen, dass subinhibi-
torische Konzentrationen zwischen 0,5 nM - 5 nM die Biofilmbildung von S. aureus nicht
mehr hemmen, sondern deutlich verstärken. Der wachstumsstimulierende Effekt subinhibito-
rischer Konzentrationen ist für eine Vielzahl von Substanzen, u. a. für einige Antibiotika und
Antimykotika beschrieben worden [120, 121, 136, 225]. Allerdings wurde auch beschrieben,
dass in Überständen von C. albicans - Kulturen, die sich in der stationären Phase befinden,
Farnesol in Konzentrationen zwischen 2 µM - 4 µM akkumuliert, d. h. in 1000- bis 10000-
fach höheren Konzentrationen als die, die in unserem Modell eine Wachstumsförderung von S.
aureus hervorriefen [169]. In Konzentrationen zwischen 2 µM - 4 µM hingegen war in unserem
Modell kein wachstumsstimmulierender sondern eher ein wachstumshemmender Effekt auf S.
aureus nachweisbar. Unsere Daten zeigen außerdem, dass die Biofilmbildung von S. aureus
nicht nur durch den Farnesol-produzierenden Stamm SC 5314, sondern ebenfalls durch den
Farnesol-defizienten C. albicans - Stamm ATCC 10231 verstärkt wird, wenngleich auf einem
niedrigeren Niveau als zusammen mit C. albicans SC 5314 (Abb. 3.18, S. 44). Diese Ergebnis-
se führten uns zu dem Schluss, dass eine andere Substanz für die gesteigerte Biofilmbildung
von S. aureus verantwortlich sein muss. Neben Farnesol bildet C. albicans PGE2, welches
ebenfalls sezerniert wird. Der Effekt auf das Wachstum von S. aureus konnte ebenfalls nicht
beobachtet werden, wenn Überstände von C. albicans oder Medien, die mit gereinigtem PGE2

angereichert waren, hitzebehandelt wurden. Diese Beobachtung unterstützt die Resultate von
Carlson, der eine erhöhte Mortalitätsrate von Mäusen beobachtete, wenn diese simultan mit
subletalen Dosen von S. aureus und C. albicans infiziert wurden. Dieser Effekt konnte nicht
beobachtet werden, wenn eines der Agentien hitzeinaktiviert wurde [34]. Auch Harriott und
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Noverr vermuteten ein hyphennahes, hitzelabiles Produkt, dass die Biofilmbildung von S.
aureus forciert [84].
Es konnte in anderen Studien demonstriert werden, dass PGE2 die Keimschlauchbildung
induziert und in die Biofilmbildung von C. albicans involviert ist, sodass von C. albicans
produziertes PGE2 möglicherweise als ein potentieller Virulenzfaktor diskutiert werden muss
[9, 119, 175]. Die Fähigkeit von C. albicans Hyphen auszubilden kennzeichnet den entscheiden-
den Virulenzfaktor. Hyphen-vermittelte aktive Penetration des Wirtsgewebes ist die Hauptin-
vasionsroute von C. albicans [235, 236]. Die Gewebeinvasion durch C. albicans ist mit der
Sekretion von Zytokinen assoziiert, die die Immunabwehrmechanismen des Wirts induzieren.
Auch bei Candida - Infektionen stellt die Phagozytose durch Makrophagen und Neutrophile
die erste Verteidigungslinie des Immunsystem dar, allerdings ist die intrazelluläre Abtötung
der Candida - Zellen nicht immer effektiv. Als zugrunde liegende Mechanismen werden die
Hemmung der Phagosomenreifung und der Stickoxid (NO)-Produktion diskutiert [61]. Mög-
licherweise könnten diese Effekte aus der PGE2-Sekretion von C. albicans resultieren. So
konnte gezeigt werden, dass die Bindung von PGE2 an den EP2-Rezeptor der Makrophagen
zu einer Suppression der Makrophagenreifung führt [245].
PGE2 reguliert die Aktivierung, Reifung, Migration und Zytokinsekretion vieler Immunzel-
len, insbesondere der Zellen der angeborenen Immunabwehr. In Zusammenhang mit einer
Infektion hemmt endogenes PGE2 auch die zytolytische Effektorfunktion von Natürlichen
Killerzellen (NK), sowie die Aktivierung, Migration und Produktion von proteolytischen En-
zymen in Granulozyten und limitiert die Phagozytose und Zerstörung von Pathogenen durch
Alveolarmakrophagen (Zusammenfassungen [5, 118]). Aronoff et al. berichteten über die ne-
gative regulatorische Rolle von endogen produziertem und exogen hinzugefügtem PGE2 auf
die FcRγ-vermittelte Phagozytose von bakteriellen Pathogenen durch Alveolarmakrophagen
[11]. Somit könnte das von C. albicans produzierte PGE2 die lokale Immunabwehr des Wirtes
beeinträchtigen. Diese Annahme wird durch Untersuchungen von Roux et al. unterstrichen.
Sie zeigten, dass eine Besiedlung der Atemwege durch C. albicans die Phagozytose von S.
aureus und P. aeruginosa hemmt und die Prävalenz von bakteriellen Pneumonien erhöht.
Diese konnten durch eine Behandlung mit Antimykotika reduziert werden [209, 210].
Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Mäuse, die entweder mit S. aureus oder C. albi-
cans inokuliert wurden, die dann folgende Infektion überlebten, wohingegen eine kombinierte
Infektion mit beiden Pathogenen zu einer Zunahme der Mortalitätsrate auf 40 - 100 % führte
[34, 189]. Im Gegensatz dazu zeigten Studien mit COX-2-defizienten Mäusen eine verbesserte
mikrobielle Clearance und erhöhte Überlebensraten [26, 53, 211]. Diese Beobachtung deckt
sich mit unseren Untersuchungen, bei denen ein mutierter C. albicans - Stamm, der keine
PGE2-Synthese aufweist, keine Wachstumsförderung von S. aureus bewirkt (Abb. 3.23, S.
47). Des Weiteren reduziert der nicht-selektive COX-Inhibitor Indometacin, der die Biosyn-
these von PGE2 durch C. albicans blockt, in unseren Experimenten das Wachstum von S.
aureus in dualen Biofilmen auf ein Niveau, wie es in monomikrobiellen S. aureus - Biofilmen
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vorherrscht (Abb. 3.25, S. 48). Demnach könnte eine zusätzliche Behandlung mit Indometa-
cin oder Antimykotika positive Effekte bei simultanen S. aureus - C. albicans - Infektionen
aufweisen [11, 82, 209, 210].
Wir untersuchten außerdem den Einfluss von S. aureus auf die PGE2-Synthese von C. albi-
cans in dualen Biofilmen im Vergleich zu monomikrobiellen C. albicans - Biofilmen, da wir im
reifen dualen Biofilm eine Zunahme der Biofilmdicke und der KBE von C. albicans beobach-
tet hatten (Abb. A.23, S. 95). Allerdings konnten wir keine Stimulation der PGE2-Synthese
von C. albicans in Anwesenheit von S. aureus feststellen. Möglicherweise spielen bakterielle
Peptidoglykan-ähnliche Moleküle von S. aureus eine Rolle, für die ein positiver Effekt auf das
Hyphenwachstum von C. albicans beschrieben wurde [237, 243].
Im Vergleich zum Farnesol-produzierenden Stamm SC 5314 sezernierte der Farnesol-defiziente
Stamm ATCC 10231 signifikant niedrigere Mengen von PGE2, was den Schluss nahe legt, dass
die Unterschiede in der Wachstumsstimulation von S. aureus eher auf Unterschiede in der
PGE2- als in der Farnesol-Synthese zurückzuführen sind. Darüber hinaus waren die gemes-
senen Konzentrationen von PGE2 in Überständen von C. albicans - Biofilmen etwa genauso
hoch, wie die Konzentrationen von reinem synthetischen PGE2, für die eine wachstumsstimu-
lierende Wirkung auf S. aureus nachgewiesen wurde (Abb. 3.19, S. 44 und Abb. 3.22, S. 46).
Wenngleich es uns aus technischen Gründen nicht möglich war, die Farnesol-Konzentration
in den Überständen zu bestimmen, so scheint PGE2 die führende Rolle in der Induktion der
Biofilmbildung von S. aureus zuzukommen.

4.4. Klinischer Kontext

Interaktionen zwischen Organismen, die sich in Biofilmen organisieren, verändern sich wäh-
rend des Krankheitsprozeses und haben somit eine enorme Bedeutung für den klinischen
Alltag. Ein Beispiel hierfür ist die sich verändernde Antibiotikaresistenz. So konnte gezeigt
werden, dass für Azole, die die Matrix von C. albicans - Biofilmen durchdringen können, die
Penetration im polymikrobiellen Biofilm aufgrund der Schleimproduktion von S. epidermidis
reduziert ist [3]. Ein anderes Beispiel ist die erhöhte Toleranz von Staphylococcus spp. gegen-
über Vancomycin, wenn im Biofilm Candida spp. anwesend sind [31]. In einem Experiment an
Ratten wurden Inokulationsdosen von P. aeruginosa bestimmt, die noch nicht zu einer bak-
teriellen Pneumonie führten. Die Instillation dieser Dosen kombiniert mit C. albicans führte
bei 34 % der Tiere zu einer P. aeruginosa - Pneumonie, da auch die Funktion von Makropha-
gen durch C. albicans gehemmt wurde [209]. Nseir und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine
antimykotische Behandlung zu einem reduzierten Risiko einer VAP oder tracheobronchialen
Kolonisation mit P. aeruginosa führt [178]. In einer Untersuchung zu Nagelinfektionen konnte
festgestellt werden, dass eine Infektion mit Pilzen die Kolonisation und das Wachstum von
P. aeruginosa potenziert [66]. Eine aktuelle Studie an Zebrafischen konnte eine Zunahme der
epithelialen Invasion von C. albicans bei Koinfektion mit P. aeruginosa zeigen, was zu einer
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deutlichen Erhöhung der Mortalität führte [20]. Eine Erkrankung, bei der es regelmäßig zum
Auftreten aller 3 untersuchten Mikroorganismen kommt, ist die Cystische Fibrose.

4.4.1. Cystische Fibrose

Chronische Entzündungsreaktionen sowie Retention von zähem Schleim in der Lunge sind
typisch für das Krankheitsbild der Cystischen Fibrose (CF), einer genetischen Erkrankung,
die durch Mutationen im CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
hervorgerufen wird [25, 44]. In einer von Harmon et al. publizierten Studie wurde gezeigt,
dass eine fehlerhafte Funktion des Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptors (PPARγ) in
Epithelzellen zu einer Akkumulation von PGE2 führt [82]. Ursache hierfür ist die erniedrigte
Konversion von PGE2 zum PPARγ-Liganden 15-Keto-PGE2. Endogenes PGE2 erhält die In-
tegrität der Schleimhautbarriere in der Lunge und im Gastrointestinaltrakt [27, 82, 224]. Im
Rahmen von Entzündungen kommt es zur Zerstörung von Zellen auf den Schleimhäuten und
damit zur Freisetzung von PGE2. Normalerweise wird PGE2 schnell zu Metaboliten abge-
baut. Dieser Abbau scheint bei der CF gestört, so dass möglicherweise PGE2 in der CF-Lunge
kumuliert. Erhöhte PGE2-Konzentrationen im Respirationstrakt von an CF leidenden Pati-
enten wurden in verschiedenen Studien nachgewiesen [153, 206]. Wenn PGE2 das Wachstum
von S. aureus begünstigt, wie in dieser Arbeit gezeigt, dann könnte dies eine mögliche Ursa-
che für die frühe Kolonisation und Persistenz von S. aureus in der Lunge von Patienten mit
Cystischer Fibrose sein. In den USA waren 2012 69 % aller CF-Patienten mit S. aureus und
49,6 % mit P. aeruginosa kolonisiert [44]. Ähnliche Ergebnisse erbrachte eine deutsche Studie
von 2008, die eine Prävalenz von 63,3 % für S. aureus, 50 % für P. aeruginosa und 78,3 % für
C. albicans bei CF-Patienten zeigen konnte [233]. Dabei konnte bei 12 % der CF-Patienten im
Alter von 11-15 Jahren eine Kolonisation mit mucoiden P. aeruginosa nachgewiesen werden,
wohingegen 70 % der Patienten der gleichen Altersgruppe mit S. aureus kolonisiert waren.
In der Altersgruppe zwischen 20 und 41 Jahren waren 38 % der Patienten mit mucoiden
P. aeruginosa und 57 % mit S. aureus besiedelt. Offensichtlich liegt es in der Pathogenese
der Mukoviszidose begründet, dass es zu einer chronischen Pseudomonaden - Besiedlung im
Laufe der Krankheitsprogredienz kommt. Der CFTR bindet im Normalzustand das Lipo-
polysaccharid von Pseudomonaden und löst die angeborene Immunabwehr aus, womit die
Neigung von CF-Patienten zu dauerhaften Pseudomonaden - Infektionen erklärt wird [191].
Zusätzlich wurde gezeigt, dass die vom menschlichen Immunsystem produzierten Defensine
durch hohe Salzkonzentrationen, wie sie in der CF-Lunge nachgewiesen wurden, deaktiviert
werden und damit eine lokale Immundefizienz entsteht [73, 208]. Im Verlaufe der Erkrankung
nehmen die Virulenz und die Zytotoxizität von P. aeruginosa zu [229]. Die auch von uns
in-vitro gemachte Beobachtung, dass sich die Anwesenheit von P. aeruginosa negativ auf
das Wachstum anderer Bakterien und Pilze auswirkt, konnte auch bei Patienten bestätigt
werden. So wurde aus Atemwegsmaterialien von P. aeruginosa - besiedelten CF-Patienten
seltener C. albicans und S. aureus angezüchtet [126, 157]. Eine aktuelle Untersuchung zu
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dualen S. aureus - P. aeruginosa - Biofilmen konnte einen Aggregations- und Kolonisati-
onsvorteil an Keratinozyten für P. aeruginosa in Anwesenheit von S. aureus im Vergleich zu
monomikrobiellen Infektionen zeigen [10]. Interessanterweise binden sowohl P. aeruginosa als
auch S. aureus kompetitiv an den gleichen Rezeptor auf CF-Epithelzellen. Hierbei handelt
es sich um einen Zuckeranteil des Asialogangliosid-1 (aGM1) [107]. Dieses Glycolipid kommt
in der Plasmamembran respiratorischer Epithelzellen bei CF deutlich häufiger vor (12 % vs.
2,9 %) als bei gesunden Probanden [212]. Durch die feste Bindung von P. aeruginosa und
S. aureus an die Epithelzellen entgehen sie der mukociliären Clearance. Die intermikrobielle
Konkurrenz um diese Bindungsplätze scheint offensichtlich eine Rolle in der Pathogenese zu
spielen [146]. Diese These wird von Studien gestützt, die gezeigt haben, dass eine kontinuier-
liche Staphylokokken - Prophylaxe zu einer geringeren Besiedelungsrate mit Staphylokokken
führt, aber auch zu einer früheren Zunahme der P. aeruginosa - Nachweise [21, 199].

4.4.2. Ausblick

Die chronische Kolonistion der Lunge bei Patienten mit CF und die durch sie unterhaltene
chronische Enzündungsreaktion führen zu einer progredienten Verschlechterung der Lungen-
funktion, so dass früher oder später eine Lungentransplantation unvermeidbar wird. Die Or-
ganisation der Mikroorganismen in Biofilmen erschwert die antimikrobielle Therapie, so dass
es wünschenswert wäre, die dauerhafte Kolonisation von Mikroorganismen zu verhindern.
Eine Möglichkeit könnte die Blockade des aGM1 durch Liganden oder Antikörper darstellen
und einen präventiven Effekt ausüben, um die initiale Kolonisation zu verhindern und in spä-
teren Krankheitsstadien die mukociliäre Clearance zu unterstützen [107]. Nach erfolgreicher
Etablierung von P. aeruginosa in der CF-Lunge ist eine dauerhafte Eradikation nicht mehr
möglich. Neben der antibiotischen Therapie könnten beispielsweise PQS-Inhibitoren entwi-
ckelt werden, um die Infektiosität, Toxizität und Virulenz von P. aeruginosa zu reduzieren
[43]. Wir haben in unseren Experimenten gezeigt, dass der Cyclooxygenasehemmer Indome-
tacin einen hemmenden Effekt auf die Biofilmbildung von S. aureus hat. Ein antiinflammato-
rischer Effekt des unspezifischen Cyclooxygenasehemmers Ibuprofen wirkte sich in mehreren
klinischen Studien hemmend auf die Progression der CF aus [131, 132, 139, 140, 167]. In
einer aktuellen Studie konnte eine geringere Letalität bei dualen C. albicans - S. aureus
- Infektionen bei Mäusen durch die Behandlung mit einem Prostaglandin E2-Antagonisten
nachgewiesen werden [106]. Die Wirkung gegenüber dem getesteten MRSA-Stamm wurde
allerdings nicht über den PGE2-Rezeptor EP4 vermittelt, sondern zeigte eine direkte anti-
mikrobielle Aktivität. Möglicherweise könnte eine additive Behandlung einer simultanen C.
albicans - S. aureus - Infektion mit einem Cyclooxygenasehemmer neben dem antiinflam-
matorischen Effekt durch Hemmung von PGE2 auch in-vivo einen positiven Effekt auf den
Krankheitsprozess ausüben und sollte Gegenstand weiterer Studien sein.
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5. Zusammenfassung

Die Biofilmproduktion steigt durch die Kombination von S. aureus und P. aeruginosa mit C.
albicans stark an, da die Bakterien die Hyphen als zusätzliche Adhäsionsfläche nutzen. Daraus
folgende Phänomene sind als Aggregatbildung an den Hyphen sowie durch Veränderungen in
der dreidimensionalen Grundstruktur im polymikrobiellen Biofilm auch morphologisch sicht-
bar. In gemeinsamer Koexistenz mit C. albicans nimmt auch die Zellzahl von S. aureus und
P. aeruginosa im Biofilm stark zu. Im reifen polymikrobiellen Biofilms dominiert P. aerugi-
nosa. Es finden sich hier auffallende phänotypische Adaptationen von C. albicans sowie stark
regressive Veränderungen von S. aureus. Demgegenüber konnten die größten Zellzahlen und
die höchste Kompaktheit im dualen C. albicans - S. aureus - Biofilm nachgewiesen werden. In
diesem Biofilm führt die Interaktion mit C. albicans zu einer Wachstumsstimulation v. a. von
S. aureus. Wir konnten zeigen, dass PGE2 ein Schlüsselmolekül für das Wachstum und die
Biofilmbildung von S. aureus im dualen Biofilm ist. Möglicherweise könnten subinhibitorische
Konzentrationen von Farnesol diesen Effekt verstärken, während Tyrosol keinen stimulieren-
den Effekt aufwies. In der Pathogenese Biofilm-assoziierter Infektionen kommen dem von C.
albicans sezernierten PGE2 daher zwei wichtige Funktionen zu: (I) es regt die Hyphenbildung
des Pilzes an und (II) es begünstigt die Proliferation von S. aureus. Somit sollte bei zukünf-
tigen Studien die Organisation der hier untersuchten Organismen in Biofilmen berücksichtigt
werden, da sich durch intermikrobielle Kommunikation (Quorum-sensing) auch pathogenene
Eigenschaften verändern. Adaptationen der Invasionsfähigkeit, Toxizität und Antibiotikato-
leranz sind die Folge. Klinische Relevanz für diese Organisation im polymikrobiellen Biofilm
ergibt sich für das Krankheitsbild der Cystischen Fibrose, bei der regelhaft alle drei unter-
suchten Organismen nachgewiesen werden können [28, 44, 126, 157, 167, 223]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass Indometacin, ein nicht-selektiver Cyclooxygenasehemmer, die Bildung
von PGE2 in dualen Biofilmen wirkungsvoll hemmt und somit das Wachstum von S. aureus
inhibiert. Möglicherweise steht hiermit eine neue Therapieergänzung bei kombinierten C. al-
bicans - S. aureus - Infektionen zur Verfügung und sollte Gegenstand weiterer Forschung
sein.
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A. Anhang

A.1. Abbildungen

Abbildung A.1.: Kristallviolett-Konzentrationsermittlung: Dargestellt ist die optische Dichte
bei unterschiedlichen Kristallviolettkonzentrationen am Beispiel eines po-
lymikrobiellen Biofilms nach 3 h Adhäsion und nachfolgender 0-, 12-, 24-
und 96-stündiger Biofilmbildung. Die gestrichelte Senkrechte markiert den
Umschlagpunkt der Graphen.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.2.: Calcofluor-white - FUN-1 - Doppelfärbung: Orange-rötliche Einschlusskör-
perchen sind beweisend für einen aktiven Zellmetabolismus der durch die
blau eingefärbte Zellwand gekennzeichneten C. albicans - Zellen (monomi-
krobieller Biofilm nach 12 h).

Abbildung A.3.: Adhäsion: Zu sehen sind die KBE/ml von S. aureus (links) und P. aeruginosa
(rechts) nach 3 h Adhäsion in den verschiedenen Biofilmkombinationen.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.4.: Kinetik der Extinktionsveränderung: relative Entwicklung der Messwerte zur
Veranschaulichung der Biofilmentwicklung nach 12 h, 24 h und 96 h. Der
normierte Ausgangswert nach 3 h wird durch die rote Linie markiert.

Abbildung A.5.: Biofilm-KBE: Zu sehen sind die KBE/ml von C. albicans nach unterschied-
lichen Inkubationszeiten.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.6.: Biofilm-KBE: Zu sehen sind die KBE/ml von S. aureus nach unterschiedli-
chen Inkubationszeiten.

Abbildung A.7.: SCV auf Chapman-Agar: Bei den kleinen Kolonien (schwarze Markierungen)
handelt es sich um small-colony-variants (SCV) von S. aureus nach 24 h
Inkubation auf Chapman-Agar. Zum Vergleich sind normal große Kolonien
weiß markiert. (Aufnahme eines 96 h gewachsenen C. albicans - S. aureus -
Biofilms ohne Mediumwechsel nach 1000-facher Verdünnung)
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.8.: Biofilm-KBE: Zu sehen sind die KBE/ml von P. aeruginosa in verschiedenen
Biofilmen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Abbildung A.9.: Biofilm-KBE mit Mediumwechsel: Dargestellt sind die KBE/ml von C. albi-
cans in den verschiedenen Biofilmkombinationen nach 96 h Inkubationszeit
mit und ohne Mediumwechsel nach jeweils 24 h.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.10.: Biofilm-KBE mit Mediumwechsel: Dargestellt sind die KBE/ml von S. au-
reus und P. aeruginosa in verschiedenen Biofilmkombinationen nach 96 h
Inkubationszeit mit Mediumwechsel nach jeweils 24 h.

Abbildung A.11.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Sagittale Rekonstruktion des C. albi-
cans - S. aureus - Biofilms nach 3 h Inkubationszeit.

Abbildung A.12.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Gezeigt ist eine sagittale Rekonstruk-
tion des C. albicans - S. aureus - Biofilms nach 12 h Inkubationszeit. Im
Bild oben sind die Kanäle sowie eine pilzartige Formation des Biofilms zu
erkennen. Im unteren Bild ist die typische Dreischichtung dargestellt.

89



ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.13.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Dargestellt ist eine Aufnahme des po-
lymikrobiellen Biofilms nach 12 h Inkubationszeit im mittleren Drittel des
Biofilms (links). Exemplarisch vergrößerte Darstellung einer C. albicans -
Hyphe in Bodennähe mit anhaftender massiver Präsenz der Staphylokok-
ken und dazwischen wenigen Pseudomonaden (rechts).

Abbildung A.14.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Dargestellt sind Aufnahmen der dua-
len Biofilme von C. albicans mit P. aeruginosa (A) bzw. mit S. aureus (B)
sowie der polymikrobielle Biofilm (C) nach 24 h Inkubationszeit.
Beschriftete Bilder: Horizontalschnitte; jeweils darunter der im Bild mar-
kierte Sagittalschnitt mit Markierung der Höhe des Horizontalschnittes.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.15.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Gezeigt ist ein sagittaler Schnitt des
polymikrobiellen Biofilms nach 24 h Inkubationszeit. Zwischen den domi-
nierenden Staphylokokken existieren Canyon-artige Strukturen bis in die
untersten Schichten des Biofilms.

Abbildung A.16.: Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie: Dargestellt sind Aufnahmen des mo-
nomikrobiellen C. albicans - Biofilms (A) sowie der dualen Biofilme von C.
albicans mit P. aeruginosa (B) bzw. S. aureus (C) nach 96 h Inkubations-
zeit. Beschriftete Bilder: Horizontalschnitte; jeweils darunter der im Bild
markierte Sagittalschnitt mit Markierung der Höhe des Horizontalschnit-
tes.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.17.: Kristallviolett-Assay: Biofilmdicke der jeweiligen Biofilmkombinationen
nach 1,5 h sowie nach 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h anhand der mittleren
optischen Dichte gemessen bei 570 nm.

Abbildung A.18.: Biofilm-KBE von S. aureus: Zu sehen sind die KBE-Zahlen von S. aureus
(VA 31883) im monomikrobiellen Biofilm im Vergleich zum dualen Biofilm
mit C. albicans (VA 31883).
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.19.: Wirkung von Tyrosol: Zu sehen sind die Auswirkungen von Tyrosol in
verschiedenen Konzentrationen auf 24 h gewachsene S. aureus - Kulturen
(VA 19552) anhand der KBE-Anzahl.

Abbildung A.20.: Biofilm-KBE von S. aureus: Zu sehen sind die KBE-Zahlen von S. aureus
(VA 19552) im monomikrobiellen Biofilm im Vergleich zum dualen Biofilm
mit C. albicans ATCC 10231 bzw. SC 5314. Die Sterne indizieren einen
hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001) der gezeigten gemittelten KBE
mit einfacher Standardabweichung aus zwei unabhängigen Experimenten
in Dreifachbestimmung im Vergleich zur Kontrolle.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.21.: PGE2-Metabolite-Konzentration: Gezeigt sind die Konzentrationen der
PGE2-Metabolite in Überständen von C. albicans SC 5314, VA 31883 und
ATCC 10231 nach den angegeben Inkubationszeiten. Die Experimente wur-
den doppelt durchgeführt mit jeweils drei Wiederholungen.

Abbildung A.22.: Indometacin in verschiedenen Konzentrationen wurde zum dualen Biofilm
bestehend aus S. aureus VA 19552 und C. albicans SC 5314 zu verschiede-
nen Zeitpunkten (0 h - 96 h) hinzugegeben und nach weiterer Inkubation für
24 h die PGE2-Metabolite-Konzentrationen im Überstand mittels ELISA
gemessen. Die Sterne indizieren einen hoch signifikanten Unterschied (p
< 0,001) aus zwei unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung im
Vergleich zur Kontrolle.
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ANHANG A.1. ABBILDUNGEN

Abbildung A.23.: PGE2-Produktion: Gezeigt sind die Konzentrationen von PGE2 nach ver-
schiedenen Inkubationszeiten im C. albicans - Biofilm SC 5314 im Ver-
gleich zum dualen Biofilm mit S. aureus VA 19552. Der Stern indiziert
einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen den gemessenen PGE2-
Konzentrationen.

Abbildung A.24.: Indometacin und DMSO beeinflussen das Wachstum von C. albicans SC
5314 nicht.

Abbildung A.25.: Indometacin und DMSO beeinflussen das Wachstum von S. aureus VA
19552 nicht.
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