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1. Einleitung 
 
1.1 Biofilm 
 
Biofilme werden definiert als sessile Gemeinschaften mikrobieller Zel-

len, die an einem Substrat oder einer Oberfläche und untereinander 

adhärent sind, in eine von ihnen produzierte extrazelluläre Matrix aus 

polymeren Substanzen eingebettet sind und sich phänotypisch bezüg-

lich Gentranskription und Wachstumsrate von ihren planktonischen 

Verwandten deutlich unterscheiden (22). Sie werden von verschiedens-

ten Mikroorganismen vor allem in Wasser und wasserhaltigen Syste-

men gebildet und sind durch ein ubiquitäres Vorkommen gekennzeich-

net (12). Beim Menschen stellen Biofilme bei der Entwicklung chroni-

scher Infektionen und Besiedlung von Kathetern ein ernstzunehmendes 

Problem dar (14). Die Konversion planktonischer Zellen in eine Biofilm- 

produzierende Gemeinschaft adhärenter Zellen wird unter anderem 

durch Umweltstressfaktoren stimuliert. Die Bildung von Biofilmen er-

möglicht Bakterien somit, auf veränderte Umweltbedingungen zu rea-

gieren, um ihr Wachstum und Überleben zu gewährleisten. Als Umwelt-

faktoren, welche die Bildung von Biofilm beeinflussen können, wurden 

unter anderem Temperatur, pH- Wert, Osmolarität, Eisengehalt (65,20), 

Zuckergehalt (42) und Sauerstoffgehalt (16,95) des Mediums beschrie-

ben. So produzieren zum Beispiel Staphylococcus  aureus und Pseu-

domonas aeruginosa unter anaeroben Bedingungen vermehrt Biofilm 

(16,33,95). Escherichia  coli O157:H7 scheint Biofilm unter Nährstoff-

mangel zu produzieren, während E. coli K-12 in Anwesenheit von Ami-

nosäuren in Minimalmedium Biofilm bildet (20). Knobloch et al. zeigten, 

dass die Zugabe verschiedener Zucker zu Tryptone Soya Broth - Medi-

um den Anteil Biofilm- produzierender S. aureus- Stämme signifikant 

erhöht (42).  

 
Die Entwicklung des Konfokalen Laser Scanning Mikroskops ermöglich-

te die Untersuchung der Struktur nativer Biofilme (27,76). Die Zellen im 
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Biofilm existieren als traubenförmig angeordnete, gruppiert liegende 

Zellverbände, sogenannte Mikrokolonien, die Grundeinheiten des Bio-

films (13,22,65). Diese Mikrokolonien sind eingebettet in eine von ihnen 

produzierte Exopolysaccharidmatrix, die reich an Wasser und fibrösen 

Strukturen ist und deren chemische Zusammensetzung speziesspezi-

fisch ist (13,85). Zwischen den matrixumschlossenen Mikrokolonien 

durchziehen Wasserkanäle den gesamten Biofilm und stellen eine offe-

ne Verbindung zwischen oberflächlichen und tiefen Schichten des Bio-

films dar. Diese Kanäle ermöglichen den Nährstofftransport vom umge-

benden Medium in den Biofilm und den Abtransport metabolischer Pro-

dukte (20,13, 22, 76) (Abb.1).  

 

Die Biofilmbildung scheint in mehreren Schritten abzulaufen 

(14,52,34,35,20,28) (Abb.1). Zunächst adhärieren die Bakterien mit Hil-

fe von Adhäsinen auf einer Oberfläche. P. aeruginosa benötigt dafür 

sowohl Flagellen, um in Kontakt mit der Oberfläche zu treten, als auch 

die in der Zellwand gramnegativer Bakterien verankerten Lipopolysac-

charidkomplexe (LPS). Bei E. coli- Spezies erfordert die initiale Adhä-

renz das Vorhandensein von Flagellen und Typ Ι- Pili (20). In der Ak-

kumulationsphase vermehren sich die Keime, bilden Mikrokolonien und 

produzieren die charakteristische Exopolysaccharidmatrix. Diese Phase 

ist ebenfalls an komplexe Regulationsprozesse gebunden. P. aerugino-

sa beispielsweise reduziert die Flagellarsynthese und exprimiert algC, 

ein Gen, das für die Produktion von Alginat, dem Exopolysaccharid von 

P. aeruginosa kodiert, drei- bis fünfmal so stark wie planktonische 

Pseudomonaden (20,65). Schließlich entsteht ein vielschichtiger, dich-

ter Biofilm aus Mikrokolonien, die von einer Exopolysaccharidmatrix 

umgeben sind (14) (Abb.1). 
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Abb. 1   A) Entstehungsmodell eines P. aeruginosa Biofilms aus 

planktonischen Zellen. Zuerst adhärieren die Pseudo-
monaden mit Hilfe von Flagella auf einer Oberfläche, 
auf der sie sich mit Typ IV- Pili (schwarz) bewegen kön-
nen. Aus einschichtigen Bakterienlagen entstehen dann 
mehrschichtige, traubenförmig angeordnete Mikrokolo-
nien. Über komplexe Regulationssysteme (hier lasl- ab-
hängig) entsteht schließlich ein dichter, mehrschichtiger 
Biofilm aus Mikrokolonien, die von einer dichten Exopo-
lysaccharidmatrix umgeben sind.   

   
   B) Ablösung von Bakterien aus dem Biofilm. Es werden 

zwei verschiedene Mechanismen angenommen, die zur 
Ablösung von Bakterien aus einem Biofilm führen kön-
nen. 1. Eine programmierte Ablauffolge im Biofilm führt 
zu einer lokalen Hydrolyse der Extrazellulärmatrix und zur 
Konversion einer Subpopulation in planktonische Zellen, 
die den Biofilm verlassen. 2. Durch physikalische Scher-
kräfte werden Mikrokoloniefragmente aus dem Biofilm 
abgelöst und von der umgeben Strömung zu einem ande-
ren Ort fortgetragen, an dem sie eine neue sessile Popu-
lation bilden können (14).   

 

Die Bakterien in adhärenten Biofilmen unterscheiden sich hinsichtlich 

vieler Merkmale deutlich von ihren planktonischen Verwandten. Sessile 

Zellen exprimieren verschiedene Gene stärker oder exprimieren zum 

Teil andere Gene als planktonische Bakterien (4,54,2).  Als Beispiele 

hierfür seien das bereits erwähnte algC von P. aeruginosa und die in 

1.2. beschriebenen Gene des ica- Locus von S. epidermidis und S. au-
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reus genannt. Auch phänotypische Unterschiede konnten am Beispiel 

von S.aureus gezeigt werden: adhärente S. aureus  sind kleiner, haben 

eine dickere Zellwand und enthalten weniger Gesamtprotein. Sie ver-

mehren sich- wie planktonische S. aureus- zunächst exponentiell, je-

doch mit einer nur etwa halb so hohen Wachstumsrate und treten dann 

in die stationäre Wachstumsphase ein (93). 

 

Biofilmbakterien leben in dichten mikrobiellen Verbänden, in Mikroni-

schen, in denen die Verfügbarkeit von Nährstoffen und die Konzentrati-

on giftiger Abfallprodukte von der metabolischen Aktivität der Nachbar-

zelle beeinflusst wird. Der Sauerstoffgehalt in den Mikrokolonien ist sehr 

gering, zum Teil herrschen sogar anaerobe Bedingungen (13,95). 

Durch die offenen Fließverbindungen werden Nährstoffe zwar in den 

Biofilm transportiert, gelangen aber aufgrund von Diffusionsbarrieren oft 

nicht bis ins Zentrum der Mikrokolonien. Es gibt Hinweise, dass im Bio-

film vor allem in zentralen Anteilen Nährstoffmangel herrscht und die 

Zellen sich aufgrunddessen langsamer vermehren (7,93,22). Im Biofilm 

sind die Organismen gut geschützt gegen die Immunabwehr und resis-

tent gegen Antibiotika (37,84,14) (1.3.).  

 

1.2 Biofilmbildung von Staphylokokken  
 
Staphylokokken sind grampositive Kokken, die fakultativ anaerob wach-

sen und unbeweglich sind. Bedeutung als Krankheitserreger beim Men-

schen haben vor allem S. aureus, der eine Plasmakoagulase produ-

ziert, und S. epidermidis, der zur Gruppe der koagulasenegativen 

Staphylokokken gehört (44). Sowohl S. aureus als auch S. epidermidis 

produzieren Biofilm (15,59,28,34,35). Bei S. epidermidis wurde das bei 

der Biofilmbildung produzierte Exopolysaccharid identifiziert als linear β-

1,6- verknüpftes N- acetylglucosaminoglycan (53). Diese Substanz 

wurde Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA) genannt (Abb.2). PIA 

führt zur Zell- Zell- Adhäsion und ist notwendig für die Biofilmproduktion 

(34). S. aureus produziert ein strukturell ähnliches Polysaccharid, ein 
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poly-N-succinyl-β-1,6- verknüpftes Glucosamin (PNSG) (59). Es gibt 

jedoch deutliche Hinweise, dass diese beiden Substanzen tatsächlich 

identisch sind. Spezifische Antikörper gegen S. epidermidis- PIA und S. 

aureus- PNSG erkennen jeweils beide Antigene (16) und PNSG ist als 

Vakzine auch gegen Infektionen durch koagulasenegative Staphylokok-

ken wirksam (59). Die Succinylgruppen von PNSG scheinen Artefakte 

zu sein (28). Neuere chemische Analysen konnten das Vorhandensein 

von Succinylgruppen in PNSG ebenfalls nicht bestätigen und identifi-

zierten das Polysaccharid von S. aureus als β-1,6- verknüpftes N- ace-

tylglucosamin (PNAG), welches in seiner chemischen Struktur eng mit 

PIA verwandt ist und sich hauptsächlich in der molekularen Größe von 

PIA unterscheidet (55). Mittels Herstellung von Transposon- Inserti-

onsmutanten, die Biofilm- negativ waren,  wurde der intercellular adhe-

sion locus (ica- Locus) identifiziert (Abb.3), welcher für Bestandteile ko-

diert, aus denen PIA synthetisiert wird (34). Der ica- Locus ist sowohl in 

den meisten S. aureus als auch in S. epidermidis enthalten 

(15,34,35,2,74). Das Operon besteht aus einem icaR (Regulator) Gen 

und icaADBC (Biosynthese) Genen. Was über die Funktionen der ein-

zelnen Genabschnitte bisher bekannt ist, ist in Tabelle 1 zusammenge-

fasst (28,29,11,91). In vitro jedoch bildet oft nur ein Teil der Staphylo-

kokken PIA und Biofilm, obwohl sie den ica- Locus besitzen 

(59,24,2,74).
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Abb. 2  Zwei β-1,6-verknüpfte Untereinheiten von PIA. Ein PIA- Molekül 

besteht aus circa 130 Untereinheiten, d. h. 65 dieser Zweiergrup-
pen ergeben ein PIA- Molekül. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
Abb. 3  ica- Locus. IcaA und icaD synthetisieren Oligomere aus UDP-N-

acetylglucosamin mit einer maximalen Länge von 20 Residuen. In 
Gegenwart von icaC werden längere Oligomere gebildet, die mit 
PIA- spezifischem Antiserum reagieren. IcaB kodiert für das Ober-
flächenprotein IcaB, welches über Deacetylierung von PIA die po-
sitive Oberflächenladung des Polymers erhöht. Dies führt zur ver-
besserten Oberflächenadhärenz von S. epidermidis und ist wichtig 
für die Biofilmbildung (91). IcaR kodiert für einen Transkriptions-
repressor, über dessen Regulation (vermehrte oder verminderte 
Expression) vermutlich die umweltabhängige ica- Transkription 
ermöglicht wird (28,11,91). 
Cramton et al. hatten durch Deletion des ica- Locus und Einsetzen 
einer Tetracyclinresistenz (tet) eine ica- negative Mutante herge-
stellt. Eine solche Mutante wurde auch in dieser Arbeit verwendet 
(2.6.2). 

65 

 

 

 
1   k b 

ic a R i c a A icaDicaB icaC g e h 1 

tet



 - 7 -

 
 
Tab. 1  Funktionen der Genabschnitte auf dem ica- Locus 
 

Genabschnitt Funktion 

icaR - Repressorgen (Deletion in icaR von S. epi-
dermidis O-47 führt zu vermehrter Pia- Ex-
pression) 
 

icaA - N-acetyglucosaminyl-Transferase Aktivität, 
bildet zusammen mit icaD kurze Oligomere 
aus N-acetyglucosaminen 
 

icaD - erhöht Transferase Aktivität von icaA um ein 
Zwanzigfaches 
- evtl. für korrekte Faltung und Membraninser-
tion von icaA verantwortlich 
- dient vermutlich als Verbindungsglied von 
icaA und icaC 
 

icaC - sorgt bei Ko-Expression mit  icaA und D für 
die Produktion längerer Oligomere 
 

icaB - Deacetylierung von PIA, dadurch Erhöhung 
der positiven Oberflächenladung und Verbes-
serung der Oberflächenadhärenz. Somit ent-
scheidender Faktor für Oberflächenkolonisie-
rung und Biofilmbildung. 
 

 
 
 
Neben dem ica- Locus wurden folgende S. aureus Gene und Genprodukte ent-

deckt, die Einfluss auf die Biofilmbildung haben. Das Biofilm assoziierte Protein 

(Bap) ist ein Oberflächenprotein, das aus 2 276 Aminosäuren besteht und im 

Gegensatz zu PIA zusätzlich zur Zell-Zell-Adhäsion auch für die  Primäradhä-

renz von S. aureus an Oberflächen von Bedeutung ist. Bap- negative Mutanten 

adhärieren im Modell schlechter an abiotische Substanzen, produzieren keinen 

Biofilm und bilden glatte Kolonien. Nur ein kleiner Teil der S. aureus Isolate  

(5 % der bovinen und 0 % der humanen Isolate) besitzt das bap- Gen, aber alle 

bap- positiven S. aureus sind starke Biofilmbildner (17). Initial adhärieren jedoch 

auch viele bap- negative Mutanten, was auf eine Interferenz von Bap mit den 
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sogenannten MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing Adhe-

sive Matrix Molecules) zurückzuführen ist. MSCRAMM- Proteine sind Oberflä-

chenadhäsine, die mit zahlreichen menschlichen Geweben, Serumproteinen 

und Polypeptiden der Extrazellulärmatrix interagieren. Diese Interaktionen er-

möglichen Staphylokokken unter anderem die Adhärenz an Serumproteine, 

welche medizinische Implantate schon bald nach dem Einbringen in den 

menschlichen Körper bedecken (18). Weiterhin wurde die Beteiligung von σB 

(SigB) an der Regulation der Biofilmbildung gezeigt. σB ist ein Transkriptionsfak-

tor, der bisher als globaler Regulator bei der Stressreaktion von S. aureus be-

schrieben wurde und Virulenz- assoziierte Gene beeinflusst (26,47). Rachid et 

al. demonstrierten, dass nach Inaktivierung des sigB- Gens keine Biofilmbildung 

mehr nachweisbar ist, wobei sich die ica- Transkription analog zur Biofilmpro-

duktion verhält (69). Im Widerspruch dazu stehen neuere Untersuchungen, bei 

denen sigB- negative Mutanten lediglich eine leicht verminderte ica- Transkrip-

tion zeigen, die PIA- und Biofilmproduktion jedoch nicht beeinflusst ist. Vielmehr 

wurde ein weiterer Faktor beschrieben, der Einfluss auf die S. aureus Biofilm-

bildung hat. Der akzessorische Staphylokokken- Regulator SarA kontrolliert die 

Produktion von S. aureus Virulenzfaktoren und ist essentiell für die Biofilmbil-

dung. SarA- negative Mutanten produzieren signifikant weniger PIA und bilden 

keinen Biofilm (88). Vuong et al. beschrieben den agr- Locus, ein S. aureus 

Genregulatorsystem, das an der Zell-Zell-Kommunikation beteiligt ist und die 

Produktion des hämolytischen α-Toxins stimuliert. S. aureus, die den agr- Lo-

cus nicht besitzen, produzieren deutlich mehr Biofilm (92). Bezüglich des α-

Toxins, welches vom hla- Gen kodiert wird und ebenfalls Einfluss auf die Adhä-

renz und Biofilmbildung zu haben scheint, existieren widersprüchliche Untersu-

chungen. Nach Caiazza et al. führt das Fehlen des hla- Gens zur reduzierten 

Oberflächenadhärenz und fehlenden Biofilmbildung, während nach Vuong et al. 

das α-Toxin die Adhärenz an Polystyren vermindert (8,92). Das dltABCD Ope-

ron, welches für die Resistenz von S. aureus gegen humane Defensine von 

entscheidender Bedeutung ist (1.3.), beeinflusst über eine veränderte Oberflä-

chenladung die Bindungskapazität an Polystyren oder Glas. Fehlt das dltABCD 

Operon, ist die Adhärenz an genannte Oberflächen nicht mehr möglich (31). 
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Becker et al. identifizierten 5 Gene, die von adhärenten im Vergleich zu plank-

tonischen S. aureus verstärkt exprimiert werden. Drei dieser Gene kodieren für 

Glykolyse- Enzyme, eines für eine threonyl-tRNA-Synthetase und eines für eine 

ClpC-ATPase. Über die genaue Bedeutung dieser Enzyme für die Biofilmpro-

duktion kann bisher nur spekuliert werden (4). 

 

1.3 Biofilm- assoziierte S. aureus Infektionen 
 
S. aureus ist einer der häufigsten Krankheitserreger des Menschen und verur-

sacht ein breites Spektrum von Infektionen, angefangen von kleineren Haut- 

und Wundinfektionen bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen wie Pneu-

monie, Endokarditis, Meningitis, Osteomyelitis und Sepsis. Vor allem bei noso-

komial erworbenen Infektionen steht S. aureus als Erreger an erster Stelle 

(51,1). Ein wichtiger Virulenzfaktor von S. aureus ist hierbei die Fähigkeit, an 

verschiedenste medizinische Implantate zu adhärieren und Biofilm zu bilden 

(70).  

 
Biofilme sind assoziiert mit einer Vielzahl von Krankheiten wie Cystische Fibro-

se, Endocarditis, Osteomyelitis und nosokomialen Infektionen von z. B.  zentra-

len Venenkathetern, Urinkathetern, künstlichen Herzklappen, Herzschrittma-

chern und orthopädischen Implantaten (20,81,5,80,56,63,38,57,30). Bakterien 

in Biofilmen sind gut geschützt gegen die Immunabwehr und in hohem Masse 

resistent gegen Antibiotika (37,14,41,84,43). Selbst durch eine hochdosierte 

und gezielte Antibiotikatherapie können viele Biofilme nicht eliminiert werden 

(41,84). Eine der Ursachen für die bis zu tausendfach erhöhte Antibiotikare-

sistenz, verglichen mit planktonischen Bakterien der gleichen Art, ist wahr-

scheinlich die verminderte Wachstumsrate, da viele Antibiotika bakteriostatisch 

wirken und nur in der Vermehrung befindliche Bakterien abtöten können. Wei-

terhin wird vermutet, dass phänotypische Veränderungen zur erhöhten Resis-

tenz führen und extrazelluläre Polymere oder modifizierende Enzyme produziert 

werden, die Antibiotika inaktivieren können. Biofilmbakterien lösen durch Frei-

setzung löslicher Antigene eine Immunantwort aus, die jedoch den Biofilm nicht 

suffizient zu bekämpfen vermag. Vielmehr wird durch die Entzündungsreaktion 
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das umliegende Gewebe zusätzlich geschädigt (20). Haupteffektorzellen des 

Immunsystems im Kampf gegen Staphylokokken- Infektionen sind polymorph-

kernige Granulozyten (PMN). Sie werden chemotaktisch angelockt, phagozytie-

ren und töten die aufgenommenen Mikroorganismen mit oxidativen (Sauerstoff-

radikalproduktion) und nicht- oxidativen (Defensinausschüttung) Mechanismen 

(62,25). Erstgenannter Mechanismus führt über die Bildung toxischer Sauer-

stoffradikale durch Enzyme wie Myeloperoxidase und NADPH- Oxidase zur 

Zerstörung der phagozytierten Bakterien (64). Defensine sind kleine kationische 

antimikrobielle Peptide (CAMPs), die ubiquitär in der Natur vorkommen und in 

erster Linie die bakterielle Zytoplasmamembran schädigen. Dies führt über die 

Erhöhung der Permeabilität und Zusammenbruch des Membranpotentials zum 

Zelltod (9,25,89,96,79). Als Beispiele seien die humanen neutrophilen Proteine 

(HNP 1-3) genannt, die in den Granula humaner PMN gespeichert sind und 

nach der Ingestion von Mikroorganismen ausgeschüttet werden (25). 

 
S. aureus ist resistent gegen eine Vielzahl von Defensinen und bakteriolyti-

schen Enzymen (68). Die Entdeckung zweier S. aureus Gene, dlt und mprf, 

zeigte, dass vor allem die Oberflächenladung der Zellmembran eine Rolle 

spielt. Das Vorhandensein des dltABCD Operons (1.2.) führt zum vermehrten 

Einbau von D-Alanin in Teichonsäuren der bakteriellen Zellwand. Das mprf- 

Gen kodiert für MprF, welches die Modifikation von Membranlipiden mit L-Lysin 

vermittelt. Beide Mechanismen reduzieren die Oberflächennegativität von S. 

aureus, erschweren somit die Bindung der positiv geladenen Defensine und 

stellen entscheidende Resistenzfaktoren gegen nicht-oxidative Abwehrmecha-

nismen von PMN dar (66,10,31,45,46,67). Auch die Ladung der CAMPs scheint 

von Bedeutung zu sein. S. aureus ist resistent gegen die humanen β-Defensine 

HBD1 und HBD2, die von diversen menschlichen epithelialen Zellen produziert 

werden (78). Es konnte  jedoch ein drittes β-Defensin HBD3 aus epidermalen 

Keratinozyten von Psoriasis- Patienten isoliert werden, welches bakterizide Ak-

tivität gegen S. aureus besitzt (40). HBD3 unterscheidet sich neben der höhe-

ren Affinität zur Dimerbildung in Lösungen durch eine höhere positive Oberflä-

chenladung von HBD1+2, was als Ursache für die Bakterizidität gegen S. au-

reus vermutet wird (78).  
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Gegen toxische Sauerstoffmetabolite sind planktonische S. aureus Einzelzellen 

in vitro sensibel und werden von PMN effizient abgetötet, wenn die Produktion 

von Sauerstoffradikalen gewährleistet ist (10). Sind PMN jedoch nicht in der 

Lage toxische Sauerstoffmetabolite zu bilden, können S. aureus nicht suffizient 

abgetötet werden. Dies wurde am Beispiel von Patienten entdeckt, die an einer 

chronischen septischen Granulomatose (engl. chronic granulomatous disease) 

leiden und deren PMN aufgrund eines erblichen Defektes keine Sauerstoffradi-

kale bilden können (50).    

Adhärente S. aureus hingegen induzieren im Vergleich zu planktonischen S. 

aureus eine reduzierte Superoxidanionenproduktion von PMN (71). Auch bei P. 

aeruginosa führt die Adhärenz und Biofilmbildung zu einer deutlich reduzierten 

oxidativen Antwort von PMN (39). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Algi-

nat per se die Sauerstoffradikalproduktion der PMN reduziert (48). Untersu-

chungen mit dem Oralbakterium Streptococcus mutans zeigten, dass die Pro-

duktion von Exopolysacchariden die bakterizide Aktivität von PMN durch For-

mation einer physiologischen Barriere und Reduktion der Sauerstoffradikalpro-

duktion vermindert (82).  

 
Leid et al. zeigten in einem in-vitro Modell, dass humane Leukozyten an einen 

sieben Tage alten S. aureus Biofilm adhärieren und auch tief in den Biofilm ein-

dringen können, wenn dieser unter dem Einfluss laminärer Scherkräfte gebildet 

wurde. Sie sind jedoch nicht in der Lage, die Staphylokokken im Biofilm zu pha-

gozytieren, wohingegen planktonische S. aureus aktiv phagozytiert werden. 

Erfolgt die Biofilmbildung unter statischen Bedingungen, können die Leukozyten 

zwar an die Oberfläche eines 2 Tage alten Biofilms binden, ihn aber nicht pe-

netrieren (49). S. aureus bildet unter statischen Bedingungen deutlich mehr Bio-

film und dieser enthält mehr extrapolymeres Substrat (in diesem Fall PIA) als 

ein unter dem Einfluss von Scherkräften entstandener Biofilm (83,49). Vuong et 

al. zeigten, dass PIA per se S. epidermidis vor Phagozytose durch humane 

PMN schützt (90). Somit bildet die Biofilmbildung eine Art mechanischen Schutz 

gegen Angriffe des menschlichen Immunsystems und zusätzlich besteht die 

Vermutung, dass PIA S. aureus direkt vor Phagozytose schützt. 
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1.4 Cystische Fibrose 
 
Die Cystische Fibrose (CF, Synonym: Mukoviszidose) ist mit einer Prävalenz 

von circa 1:2500-3000 die häufigste autosomal- rezessive Erbkrankheit der 

weißen Bevölkerung (21,87). Ungefähr jeder Zwanzigste ist Träger des defek-

ten Genes, es erkranken jedoch nur homozygote Merkmalsträger (94). Die Di-

agnose der Cystischen Fibrose wird gestellt, wenn der Natriumchloridchloridge-

halt im Schweiß eines Patienten über 60 meq/L beträgt und eine passende 

Lungen- oder Pankreaserkrankung oder beides besteht (21). Alle Patienten, die 

das klinische Bild der Mukoviszidose zeigen, haben Mutationen in beiden Alle-

len eines Gens, das auf dem langen Arm des Chromosoms 7 lokalisiert ist. Die 

häufigste Mutation ist die Deletion eines Tripeptids, das für Phenylalanin kodiert 

(ΔF508) und bei 70% aller CF- Patienten weltweit vorliegt (21). Das mutierte Gen 

kodiert für einen cAMP- regulierten Chloridkanal, den "cystic fibrosis trans-

membrane conductance regulator" (CFTR) (75). Der Defekt dieses Chloridka-

nals führt zur reduzierten Chloriddurchlässigkeit apikaler Epithelzellmembranen 

(72). Die gestörte Chloridsekretion führt zur erhöhten Natriumabsorbtion und 

schließlich zur verminderten Wasserkonzentration in den Bronchialsekreten (6). 

Folge davon ist die Viskositätszunahme des Bronchialsekretes und die Sekret-

retention. Dies führt zu chronischer Obstruktion und rezidivierenden bakteriellen 

Infekten oft schon kurz nach der Geburt.  

 

1.5 Ziel der Arbeit 
 
Die Erkrankung der Lunge ist die häufigste Todesursache bei CF- Patienten 

(21). S. aureus verursacht bei über 36 % der CF- Patienten aller Altersgruppen 

Lungeninfektionen und wird bei dieser Erkrankung zusammen mit P. aerugino-

sa als häufigstes Lungenisolat gefunden (3,58,19). Sowohl S. aureus als auch 

P. aeruginosa besitzen die Fähigkeit, unter Produktion eines Exopolysaccharids 

(PIA bzw.  Alginat) Biofilm zu bilden, wobei die Biofilmproduktion unter anaero-

ben Bedingungen noch verstärkt wird. Im Mucus der CF- Lunge herrschen hy-

poxische bis anaerobe Bedingungen (95) und es konnten sowohl S. aureus- als 

auch P. aeruginosa- Biofilme nachgewiesen werden (59,95). Am Beispiel von P. 
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aeruginosa wurde bereits gezeigt, dass die Phagozytose solcher Biofilme 

frustran ist, obwohl CF- Patienten keinen Immundefekt aufweisen. Die chroni-

sche bakterielle Infektion führt zum massiven Einstrom von PMN in das infizier-

te Gewebe, und hohe Konzentrationen von PMN- Elastase führen zur Zerstö-

rung des Lungengewebes. Die PMN dominieren den chronischen Infektions- 

bzw. Entzündungsverlauf in den Atemwegen der CF- Patienten, sind jedoch 

nicht in der Lage, von Alginat umgebene Mikrokolonien zu zerstören und den 

Keim zu eliminieren (23,61). Somit stellt die Biofilmbildung einen entscheiden-

den Faktor für die Persistenz der Bakterien im Respirationstrakt von CF- Patien-

ten dar. Vuong et al. zeigten, dass PIA per se S. epidermidis  vor Abtötung 

durch PMN schützt (90). Für P. aeruginosa konnte gezeigt werden, dass Alginat 

direkt zu einer erhöhten Resistenz gegen Sauerstoffradikale von PMN führt 

(48). Daher stellte sich die Frage, ob PIA auch S. aureus vor der Abtötung 

durch PMN schützt, und ob PIA dabei - wie Alginat bei P. aeruginosa- den oxi-

dativen Abtötungsmechanismus der PMN hemmt. Dazu wurde ein Phagozyto-

seassay mit adhärenten Einzelzellen und Mikrokolonien von S. aureus etabliert 

und der Einfluss von PIA auf die Sauerstoffradikalproduktion von PMN unter-

sucht.
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Reagenzien und Chemikalien 
 
Agar (Bacto Agar, Becton Dickinson, Heidelberg) 

Anaerobiertopf (Gas Pak- System, Merck, Darmstadt) 

Anaerocult (Merck, Darmstadt) 

Anaerotest (Merck, Darmstadt) 

BCECF, AM  (Mo Bi Tec, Göttingen) 

Butterfly-21 (Abbott GmbH, Wiesbaden- Delkenheim) 

Casamino Acid (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Cellstar Gewebekulturröhrchen (Nr. 163160, Greiner Labortechnik, Frickenhau-

sen) 

Chamberslides (Falcon Culture Slide, 8 Chambers, Becton Dickinson, 

Heidelberg) 

Columbia Blut Agar Platten (Heipha Dr. Müller GmbH, Eppelheim) 

Cytochrom C (Sigma, Deisenhofen ) 

DAKO Fluorescent Mounting Medium ( DAKO, Hamburg) 

DAPI (Boehringer Mannheim) 

Dextran T 500 (Pharmacia AB, Uppsala, Schweden) 

DMSO (Sigma, Deisenhofen) 

Einmalkanülen (0,9 x 40 mm, Braun Melsungen AG, Melsungen) 

Einmalspritze 10 ml / 20 ml (Braun Melsungen AG, Melsungen) 

Epon (Roth, Karlsruhe) 

Eppendorff- Röhrchen (1,5 und 2 ml, Eppendorff, Hamburg) 

Essigsäure (99- 100 %, Merck, Darmstadt) 

Ethanol (99,8 %, Merck, Darmstadt) 

EDTA (Merck, Darmstadt) 

Falcon, 50 ml konisches Röhrchen mit Verschluß (Becton Dickinson, Heidel-

berg) 

Ficoll- Lösung (Biocoll Separation Solution, Biochrom KG, Berlin) 

Formaldehyd (37 %, Merck, Darmstadt) 

Glucose (Merck, Darmstadt) 
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Glutaraldehyd (25 %, Sigma, Deisenhofen) 

Glycerophosphat (AppliChem, Darmstadt) 

Heparin Liquemin 2500 (Hoffmann- LaRoche AG, Grenzach- Whylen) 

Insert (Cell Culture Insert, Becton Dickinson, Heidelberg) 

KH2PO4 (Merck, Darmstadt) 

Kollagen Typ Ι (Rat Tail, Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA, 

U.S.A.) 

Kollagenase Typ Ι (Sigma, Deisenhofen) 

Küvetten (Sarstedt, Nümbrecht) 

Mikrotiterplatte, 24 well (Becton Dickinson, Heidelberg) 

NaCl (Merck, Darmstadt) 

Na2HPO4x12H2O (Merck, Darmstadt) 

NaOH- Plätzchen (NaOH, Merck, Darmstadt) 

OsO4 (Sigma, Deisenhofen) 

Oxyrase (Oxyrase Inc., Mansfield, OH, U.S.A.) 

PMA (Sigma, Deisenhofen) 

RPMI 1640 Medium (Gibco, Life Technologies, Paisley, Schottland) 

Serum von Pseudomonas aeruginosa- Antikörper negativ getesteten CF- Pati-

enten 

SOD (Sigma, Deisenhofen) 

Sterilfilter Millex- GS (0,22 μm Porengröße, Millipore Corporation, Bedford, MA, 

U.S.A.) 

Thermanox- Zellkultur- Deckgläschen (steril, Thermanox Plastik, ∅ 13 mm, 

Nalge Nunc International, Rochester, NY, U.S.A.) 

Triton X 100 (Sigma, Deisenhofen) 

Tryptone Soya Broth (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, G. B.) 

Tween 20 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 

Yeast Extract (Becton Dickinson, Heidelberg) 
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2.2 Antikörper 
 
Anti- Polysaccharide- Intercellular- Adhesin (anti- PIA, Kaninchen, polyklonal, 

Geschenk von Gerald B. Pier, Channing Laboratory, Harvard, Boston, MA, 

U.S.A.) 

CY 3- konjugierter Ziege- Antikörper gegen Kaninchen IgG (DAKO, Hamburg) 

 

2.3 Geräte 
 
Axioplan Lichtmikroskop mit Kamera AxioCam (Zeiss, Jena) 

Zentrifuge GR 4- 12 (Jouan, St. Nazaire, Frankreich) 

Zentrifuge 3 K 10 (Sigma, Deisenhofen) 

REM 

TEM 

 

2.4 Medien und Stammlösungen 
 
CYPG : 10 g Casamino Acid, 5 g NaCl und 10 g Yeast Extract in 935 ml aqua 

dest lösen, gut mischen und autoklavieren. Vor Gebrauch 25 ml Glucose 20 % 

und 40 ml Glycerophosphat 1,5 M steril zufüllen.  

                                          

Dextranlösung : 2,5 g Dextran auf 50 ml NaCl 0,9 % lösen, dabei leicht erwär-

men, da schwer löslich. Steril filtrieren und im Kühlschrank aufbewahren. 

 

EDTA 0,1 M : 14,6 g EDTA in 500 ml aqua dest geben und mit NaOH Plätzchen 

(für 500 ml ca. 10 g) pH 8 einstellen, da sich EDTA erst dann löst, autoklavie-

ren. 

 

Essigsäure 0,02 N : 1,14 ml der 99- 100 %igen Stammlösung zu 1000 ml aqua 

dest geben, mischen. 

 

Ethanol 96 % : 40 ml aqua dest zu 960 ml Ethanol 99,9 % geben. 
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Formaldehyd 4 % : 1,08 ml Formaldehyd 37 % zu 8,92 ml PBS geben (im Kühl-

schrank nur wenige Tage haltbar, da lichtempfindlich, immer frisch herstellen). 

 

Glucose 20 % : 20 g Glucose in 100 ml aqua dest lösen und steril filtrieren. 

 

Glutaraldehyd 2,5 % : 25 %ige Ausgangslösung 1:10 in PBS verdünnen. 

 

Glycerophosphat 1,5 M : 46g Glycerophosphat in 100 ml aqua dest lösen und 

steril filtrieren. 

 

Kollagen : Stammlösung 1:100 mit Essigsäure 0,02 N verdünnen. 

 

Kollagenase :   

Stammlösung 0,5 %ig : 25 mg Collagenase in 5 ml PBS lösen, bei  -18°C im 

Gefrierschrank aufbewahren 

Gebrauchslösung 0,1 %ig : Stammlösung 1:5 in PBS verdünnen. 

         

Phosphatpuffer (PBS) :      

20 fache Stammlösung :  85,00 g NaCl, 14,23 g Na2HPO4x12H2O,  

1,35 g KH2P in 500 ml aqua dest lösen, gut mischen.                                                                    

1 fache Gebrauchslösung : 50 ml der Stammlösung auf 1000 ml mit aqua dest 

auffüllen, gut mischen.  

 

PBS/Tween 20 : 1 ml Tween zu 1000 ml PBS geben, vermischen. 

 

PMA :  

Stammlösung : 1 mg/ml DMSO 

Gebrauchslösung : Stammlösung 1:1000 in PBS verdünnen auf           

Konzentration 1 μg/ml. Zur Aufbewahrung : Stammlösung 1:10 in PBS verdün-

nen (100 μg/ml), bei -20°C einfrieren. 

            

Puffer für die Cytochrom C- Methode : PBS + 1 Vol.% Glucose 
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SOD : Konzentration 2000 Units/ml Puffer (PBS+ 1 Vol.% Glucose), bei -20°C 

aufbewahren, nur einmal verwenden! 

 

TSA : 30 g Tryptone Soya Broth in 1000 ml aqua dest lösen, 1 % Bacto Agar 

zugeben, autoklavieren. 

 

2.5 Computerprogramme  
 
AxioVision (Zeiss, Jena) 

AnalySIS (REM- Bilder, SIS, Leinfelden- Echterdingen) 

                                              

2.6 Etablierung eines Phagozytoseassays mit adhärenten Einzelzellen 
und Mikrokolonien von Staphylococcus aureus 

 
2.6.1 Mikrokolonie- und Biofilmbildung 
 
Zunächst wurde eine Flüssigkultur von S. aureus angelegt. Dazu wurde eine 

Öse Koloniematerial in 5 ml CYPG übertragen und diese Kultur über Nacht in 

einem sterilen Glasröhrchen bei 37°C im Schüttelbrutschrank inkubiert. Ausge-

hend von der optischen Dichte dieser Übernachtkultur von S. aureus wurde ei-

ne Tagkultur mit einer OD600nm von 0,05 hergestellt. 

Diese Tagkultur wurde in einem sterilen Reagenzglas angesetzt und für 2- 4h 

bis zu einer OD600nm von 1- 3 im Schüttelbrutschrank inkubiert. Ab einer OD600nm 

von 0,8 befinden sich S. aureus in der exponentiellen Wachstumsphase. Da 

bekannt ist, dass bei S. aureus die meisten membranständigen Proteine (Adhä-

sine) in der postexponentiellen Phase durch den globalen Regulator agr herun-

terreguliert werden (77), wurde die exponentielle Wachstumsphase für die Ad-

härenzversuche gewählt. Während der Inkubation bis zur gewünschten OD600nm 

wurde die benötigte Anzahl von Chamberslides 45 min. mit Kollagen beschich-

tet, dann 3x mit PBS gewaschen und mit PBS bedeckt im Kühlschrank aufbe-

wahrt. Die Beschichtung kann auch im voraus für mehrere Versuche vorbereitet 

werden, wichtig ist hierbei, dass die beschichteten Kammern immer mit Flüssig-

keit bedeckt sind und im Kühlschrank gelagert werden. Anschließend wurde in 
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die Kammern beschrifteter Chamberslides 500 μl CYPG vorgelegt und die 

Menge des Aliquots berechnet, welches aus der Tagkultur zugegeben werden 

muß, um eine OD600nm von 0,1 zu erreichen, was ungefähr einer Bakterienzahl 

von 2x107 entspricht. Entsprechend wurden die Kammern beimpft und für 2h 

aerob bei 37°C inkubiert, um die Adhärenz von Einzelzellen zu erreichen (Abb. 

5). Anschließend wurde 3x mit PBS gewaschen und somit nicht adhärente Bak-

terien entfernt. 

Um die Bildung von Mikrokolonien zu induzieren, wurden die Einzelbakterien in 

den Chamberslides 2 Tage anaerob bei 37°C inkubiert (Abb. 5). Zur Herstellung 

der Anaerobiose wurden drei verschiedene Methoden verwendet : 1. Bedecken 

der Bakterien in den Kammern mit 500 μl CYPG + 100 μl Oxyrase. 2. Über-

schichten der Kammern mit 700 μl 1 %igem TSA : das TSA wurde nach dem 

Autoklavieren abgekühlt, bis es lauwarm aber immer noch flüssig war, in die 

Kammern gegeben und nach Erhärten des Agars in den Brutschrank gestellt. 

Nach 2 Tagen wurde die feste Agarschicht dann sehr vorsichtig entfernt. 3. 

Verwendung eines Anaerobiertopfes : ein Anaerocult wurde gemäß Anleitung 

mit 30 ml aqua dest. befeuchtet und in den Anaerobiertopf gestellt. Die Cham-

berslides wurden in den Topf gestellt und vor Schließen des Deckels wurde ein 

befeuchtetes Anaerotest- Stäbchen an die Wand des Topfes gelegt. 

Die Verwendung eines Anaerobiertopfes erwies sich als günstig und wurde 

deshalb für alle weiteren Versuche verwendet, da bei der Entfernung des Agar 

Bakterien mitgelöst werden und somit die Objektträger nur noch zur optischen 

Darstellung und nicht mehr zur Quantifizierung genutzt werden können. Die O-

xyrase- Methode ergab trotz Anaerobiose ein vermehrtes Bakterienwachstum 

und bezüglich der PIA- Produktion sehr unterschiedliche Ergebnisse bei den 

beiden verschiedenen S. aureus Stämmen. 

Bei Inkubationszeiten über mehrere Tage könnten die Kammern austrocknen 

weshalb immer eine Schale mit Wasser in den Brutschrank gestellt und feuchte 

Tücher neben die Chamberslides gelegt wurden.  

Zur Produktion von Biofilm wurden die Bakterien 5 Tage im anaeroben Milieu 

bei 37°C inkubiert (Abb. 5). Während dieser Zeit musste jeden Tag der Anaero-

biertopf kurz geöffnet werden um das Medium zu wechseln, da eine Kontrollfär-
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bung mit BCECF, AM (2.8.) ergeben hatte, dass ein Großteil der Bakterien oh-

ne Mediumwechsel nach 5 Tagen abgestorben waren. Nach Austauschen des 

Mediums musste dann jeweils ein neues Anaeropak verwendet werden um die 

Anaerobiose wieder herzustellen.  

 

2.6.2 Bakterien 
 
Für die Adhärenzversuche wurden zwei verschiedene Staphylococcus aureus- 

Stämme verwendet : der Laborstamm ATCC 35556 (SA 113 ) und SA 7, ein 

stark Biofilm- bildendes CF- Patientenisolat  

Weiterhin wurden mit  SA 113  und seiner isogenen PIA- negativen Mutante 

ATCC 35556Δica::tet (ica-Mutante) Kontrollversuche in Flüssigkultur durchge-

führt. Bei der Mutante ist der ica- Locus gegen eine Tetracyclinresistenz ausge-

tauscht (Abb. 3). Somit kann der Keim unter Anwesenheit von Tetracyclin selek-

tiv angezüchtet werden, es ist aber nur eine sehr geringe Adhärenz an Kollagen 

möglich (16). 

 

2.6.3 Isolierung von Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten  
(PMN)                  

             
Die Isolierung erfolgte mit der Ficoll- Gradienten- Methode (60). Zuerst wurde 

eine 20 ml Einmalspritze mit 2 ml Dextran und ca. 200 μl Heparin vorbereitet, 

mit 10 ml Vollblut von gesunden Probanden gefüllt und mit der Öffnung nach 

oben 45 min. unter dem Sterilabzug belassen. Dadurch separiert sich der Zell-

bestandteil vom Serum, wobei die PMN durch Zugabe des Dextran im Über-

stand bleiben. Währendessen wurden 4 ml Ficoll- Lösung in ein Cellstar- Röhr-

chen vorgelegt. Der Überstand des sedimentierten Blutes wurde dann vorsichtig 

und langsam durch den Schlauch eines Butterfly- Systems auf die Ficoll- Lö-

sung gefüllt. Wichtig ist hierbei, dass hierbei keine Blasen entstehen und der 

Überstand sich nicht mit der Ficoll- Lösung vermischt. Durch eine Zentrifugation 

mit 2000 Umdrehungen pro Minute (UpM) für 30 min. ohne Bremse erfolgte die 

Trennung des Überstandes in Fraktionen. Nun wurde mit einer 10 ml Pipette 

vorsichtig zuerst die deutlich sichtbare weiße Lymphozytenschicht abgesaugt 

und dann erst der restliche Überstand bis auf das Pellet entfernt. Da die Zellen 
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schnell austrocknen, wurden sofort ca. 500 μl PBS zugegeben. Um die PMN im 

Pellet zu isolieren und die osmotisch empfindlichen Erythrozyten zu entfernen, 

wurden diese in mehreren Lyseschritten zerstört. Für eine Lyse wurde für 30 

sec. 2 ml aqua dest. zugefüllt, vorsichtig gemischt und die Lyse dann durch Zu-

gabe von 2 ml NaCl 1,8 % beendet. Anschließend wurde 10 min. bei 1000 UpM 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und die Lysen so oft wiederholt 

bis das Pellet weiß erschien und nur noch von einem schmalen roten Saum 

umrandet war. Dann wurde 1 ml PBS zugegeben und die PMN auf Eis gelagert. 

Die Quantifizierung erfolgte mithilfe einer Neubauer- Zählkammer und die PMN 

wurden im Mikroskop mit 20facher Vergrößerung ausgezählt. Um das Auszäh-

len zu erleichtern, wurde die Zählsuspension 1:10 mit PBS verdünnt. Die Um-

rechnung auf die tatsächliche Anzahl/ml berechnete sich mit folgender Formel: 

 

PMN/ml = (n x 4 x 10 x 100) / 4 mm2 x 0,1 mm = n x 105    

n = gezählte PMN in 16 Quadraten                                              

 

Die durchschnittliche Anzahl PMN/ml PBS betrug 1,4 x 107  

(0,6 – 1,8 x 107). 

 

2.6.4 Phagozytoseassay 
 
Um die Unterschiede in der Phagozytose von S. aureus Einzelzellen und Mikro-

kolonien durch PMN nach 2 Stunden und nach 2 Tagen darzulegen, wurden zu 

genannten Zeitpunkten Phagozytoseassays durchgeführt (Abb. 5). 

Hierfür wurden zunächst alle Kammern mit Einzelzellen bzw. Mikrokolonien 3x 

mit PBS gewaschen und aus einigen Kammern die Bakterienzahl bestimmt, um 

einen Ausgangswert für den Erfolg der Phagozytose zu haben. Zur Quantifizie-

rung der Bakterienzahl wurden die Kammern mit 500 μl Kollagenase 0,1 % für 

10 min. bei 37°C inkubiert, um die auf Kollagen adhärenten Bakterien vom 

Glaskammerboden zu lösen. Mikrokolonien müssen für 10 min. bei 37°C mit 

Kollagenase 0,1 % und EDTA 0,1 M inkubiert werden, da die Bakterienverbän-

de aufgrund ihrer Adhärenz nach 2 Tagen Anaerobiose sonst nicht ausreichend 

zu lösen sind. Die restlichen Kammern wurden für diese Zeit mit PBS befüllt um 
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eine Austrocknung zu vermeiden. Direkt aus den Kollagenase / Bakterien-

Gemischen wurden dann Verdünnungsreihen hergestellt und die Verdünnungs-

stufen 1:102 bis 1:107 auf eine Blutagarplatte ausplattiert. Dazu wurde die  

Agarplatte zunächst auf der Rückseite in ausreichend große Sektoren unterteilt, 

die Verdünnungsstufen beschriftet und dann vorsichtig 10 μl der jeweiligen Ver-

dünnung auf den entsprechenden Sektor aufgetropft. Erst wenn die Tropfen 

getrocknet und nicht mehr sichtbar sind, darf die Platte umgedreht werden. 

Nach der Inkubation bei 37°C über Nacht, konnten die gewachsenen Kulturen 

gezählt und die ungefähre Anzahl der Bakterien berechnet werden (Abb. 4). 

 

 

 

                                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 4  Bewachsene Blutagarplatte nach Auftropfen der Verdünnungsreihen 
und Inkubation bei 37°C über Nacht. 

 10-2: 43 Kolonien, 10-3: 16 Kolonien,10-4: 9 Kolonien,  
 10-5: 2 Kolonien   

 
 Rechenbeispiel: (43 x 102 + 160 x 102 + 900 x 102 + 2000 x 102)/4  
    = 775,75 x 102 = 7,8 x 104.  

Diese Zahl muss noch mit 100 multipliziert werden, 
da nur 10 μl aufgetropft wurden. 

    = 7,8 x 106 KBE/ml 
  

10- 2 10-3

10-410-5
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Bei SA 113  waren nach 2 Stunden durchschnittlich 5,0 x 107/ml adhärent, nach 

2 Tagen circa 2,4 x 107/ml. Die Anzahl von SA 7 betrug nach 2 Stunden 9,6 x 

108/ml, nach 2 Tagen im Durchschnitt  6,3 x 106/ml. 

Entsprechend wurde für die Phagozytose die Anzahl von PMN so gewählt, dass 

das Verhältnis von Bakterien zu PMN 100:1 oder 10:1 betrug. 

Die Bakterien wurden zunächst 30 min. bei 37°C mit 1:10 verdünntem huma-

nem Serum inkubiert und somit opsoniert. Dann wurde 3x mit PBS gewaschen, 

in die Kammern 500 μl RPMI vorgelegt, die PMN dazugegeben und die Cham-

berslides für 1,5 Stunden bei 37°C / 5 %CO2 unter aeroben Bedingungen inku-

biert (Abb.5). Anschließend wurde der Überstand vorsichtig abgehoben und 10 

min. mit Kollagenase 0,1 % / EDTA 0,1 M bei 37°C inkubiert um die Bakterien 

zu lösen, die PMN zu zerstören und dann Verdünnungsreihen herstellen zu 

können. Am nächsten Tag konnte somit die Bakterienzahl vor und nach der 

Phagozytose bestimmt werden. Die Anzahl abgetöteter Bakterien wurde in Pro-

zent vom Inokulum angegeben.
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Abb. 5  Herstellung von adhärenten S. aureus Einzelzellen und Mikrokolonien und anschließend vergleichende Phagozy-

toseversuche. Für die Adhärenz von Einzelzellen wurden SA 113 und SA 7 für 2 Stunden aerob auf Chambersli-
des inkubiert (2h/+O2). Die Mikrokoloniebildung wurde durch 2tägige Inkubation im anaeroben Milieu induziert 
(2d/-O2). Anschließend wurden jeweils PMN für 90 Minuten unter aeroben Bedingungen mit den Einzelzellen 
bzw. Mikrokolonien inkubiert (+PMN/90 min/+O2). Aus diesen Präparaten wurde die Zellzahl bestimmt bzw. nach 
entsprechender Fixierung die Immunfluoreszenz und Elektronenmikroskopie durchgeführt.

2h/ +O2 2d/ -O2 

+PMN/ 90 min/ +O2

            Zellzahl; Immunfluoreszenz; Elektronenmikroskopie 

 Kollagenmatrix 

PMN 

nach 90 min

Chamberslide 

Bakterien
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Zusätzlich zu den Phagozytoseversuchen mit adhärenten Bakterien wurden 

Kontrollversuche mit planktonischen Bakterien durchgeführt. Zu diesem Zweck 

wurden SA 113 und die PIA-negative ica-Mutante in Flüssigkulturen bei 37°C im 

Schüttelbrutschrank anaerob (2 Tage, im Anaerobiertopf, 2.6.1.) und aerob  

(über Nacht) bebrütet. Von diesen Kulturen wurden 1,5 ml in ein 2 ml- Eppen-

dorff- Cup abgefüllt, 5 min. bei 5000 UpM zentrifugiert, der Überstand abge-

saugt, 1 ml PBS zugegeben und kräftig gemischt. Dann wurde wieder zentrifu-

giert, PBS zugegeben und so 3x insgesamt mit PBS gewaschen. Nach Be-

stimmung der  OD600nm wurden die Bakterien auf Eis gelagert und mit der PMN- 

Isolierung begonnen (2.6.2.). Während der Lyseschritte wurden die Bakterien 

erneut zentrifugiert und 30 min. mit Serum opsoniert. Anschließend wurde 3x 

mit PBS gewaschen und die Suspensionen in Cellstar- Gewebekulturröhrchen 

mit PBS auf eine OD600nm  von 0,05 verdünnt, was ungefähr einer Bakterienzahl 

von 1x107/ml entspricht. Daraus wurden 10 μl für Verdünnungsreihen entnom-

men und direkt mit der Verdünnungsstufe 1:102  begonnen. 

Gemäß dem angestrebten Verhältnis von Bakterien zu PMN = 10:1, wurden 106 

PMN/ml zugegeben und die Röhrchen 1,5 Stunden bei 37°C / 5 %CO2 inkubiert. 

Während der Phagozytose sollte die Flüssigkeit immer leicht hin- und herbe-

wegt werden, weshalb die Röhrchen im Brutschrank auf einer Wippe fixiert 

wurden. Nach der Inkubationszeit wurden die Röhrchen kräftig gemischt, um 

die PMN zu zerstören und eine gleichmäßige Bakterienverteilung zu erreichen. 

Dann wurden Verdünnungsreihen hergestellt und am nächsten Tag die beimpf-

ten Agarplatten ausgezählt. 

 

2.7 Elektronenmikroskopie 
 
Für die Herstellung elektronenmikroskopischer Präparate wurden Thermanox- 

Deckgläschen in die Vertiefungen von 24- Well- Platten eingelegt und mit einer  

OD600nm von 0,1 beimpft. Dann wurden- wie in 2. 6. 1. beschrieben- Präparate 

mit adhärenten S. aureus Einzelbakterien, Mikrokolonien und Biofilm hergestellt 

und nach 2 Stunden Adhärenz und 2 Tagen Anaerobiose zusätzlich Phagozy-

toseassays durchgeführt (Abb. 6). Nach den Versuchen wurde 3x mit PBS ge-
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waschen und über Nacht im Kühlschrank mit kaltem Glutaraldehyd  2,5% fixiert. 

Am nächsten Tag wurde 3x mit PBS gewaschen und die Präparate mit PBS bis 

zur Weiterverarbeitung bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. Für die REM- Ana-

lyse wurde mit OsO4 (1 %) auf Eis 1 h fixiert. Nach Dehydratasierung mittels 

aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 % Ethanol) und Trocknung 

bis zum kritischen Punkt wurden die Präparate betrachtet (Abb. 6). Für die 

TEM- Untersuchungen wurden Präparate mit Formaldehyd 4 % fixiert, mit OsO4 

nachfixiert und in Epon eingebettet. Ultradünnschnitte wurden auf Kupfer- oder 

Nickel- Netzen befestigt und mit Uranyl- Acetat kontrastiert (Abb. 6). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            

 

 

 

 

 

Abb. 6  Herstellung von S. aureus Präparaten für die Elektronenmikrosko-
pie. Für die Adhärenz von Einzelzellen wurden SA 113 und SA 7 
für 2 Stunden aerob auf Thermanox- Deckgläschen inkubiert 
(2h/+O2). Die Mikrokoloniebildung wurde durch 2tägige Inkubation 
im anaeroben Milieu induziert (2d/-O2). Nach 5tägiger anaerober 
Inkubation hatte sich ein Biofilm gebildet (5d/-O2). Diese Präparate 
wurden sowohl im Rasterelektronenmikroskop als auch nach An-
fertigung von Ultradünnschnitten im Transmissionselektronenmik-
roskop betrachtet. 

 
 
 
 
 

2h / +O2 2d / -O2 5d/ -O2 

TEM REM 
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2.8 Indirekte Immunfluoreszenz 
 
Es wurden- wie in 2.6.1. beschrieben- Chamberslides mit S. aureus Einzelzel-

len, Mikrokolonien sowie den entsprechenden Phagozytoseversuchen (2.6.4., 

Abb.5) hergestellt, mit Ethanol 96 % fixiert und bis zur Färbung im Kühlschrank 

aufbewahrt. Die Färbung wurde in den Kammern der Chamberslides durchge-

führt. Zunächst wurden die Präparate mit humanem IgG (1:10 verdünnt in 

PBS/Tween 20) 30 min. bei Raumtemperatur abgesättigt, 3x mit PBS/Tween 

gewaschen und mit einem polyklonalen Kaninchenantikörper gegen Polysac-

charid- Interzellular- Adhäsin (PIA) (1:20 in PBS/Tween verdünnt) 1 Stunde in-

kubiert. Um eine unspezifische Adhärenz des 2. Antikörpers auszuschließen, 

wurden Kontrollpräparate ohne den 1. Antikörper mitgefärbt. Anschließend wur-

den die Präparate mit einem 1:500 verdünnten Cy3- konjugierten Antikörper 

(Ziege, anti- Kaninchen- IgG) für 40 min. in einer dunklen Kammer inkubiert. Ab 

diesem Schritt wurden immer im Dunkeln gearbeitet um die Fluoreszenz nicht 

abzuschwächen. Dann wurde nach 3x Waschen mit PBS/Tween die DNA der 

Bakterien mit DAPI (Konz. 1μg/ml) für 5 min. gefärbt. Nach 3x Waschen mit a-

qua dest wurden die Kammern vom Objektträger der Chamberslides gelöst und 

die Präparate in DAKO Fluorescent Mounting Medium eingebettet. Es erwies 

sich als sinnvoll, die Präparate über Nacht im Kühlschrank dunkel zu lagern, da 

bei zu frühem Betrachten unter dem Fluoreszenzmikroskop das Einbettmedium 

noch zu flüssig ist und die Präparate bei der Betrachtung mit Immersionsöl zer-

stört werden könnten. Mit Hilfe der AxioKamera auf dem Fluoreszenzmikroskop 

und der Software Axiovision konnten dann digitale Bilder erstellt werden. Um 

eine Vorstellung von Verteilung, Anzahl und Größe der Kolonien zu bekommen, 

wurden DAPI- gefärbte Einzelzellen und Mikrokolonien auf je 10 Bildausschnit-

ten mit einer Kantenlänge von 87 x 69 μm gezählt und die Fläche ausgemessen 

(Abb. 7). Nach der Flächenmessung der Einzelzellen wurde festgelegt, dass 

Bakterienflächen ab einer Größe von 20 μm2 als Mikrokolonien zu bezeichnen 

sind. 
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Abb. 7  Flächenmessung von S. aureus Mikrokolonien nach 2 Tagen In-

kubation unter anaeroben Bedingungen.  
Originalvergrösserung: x 1000. 

 

2.9 Vitalitätstest 
 
Um festzustellen, ob ein Teil der Bakterien während der Biofilmbildung abstirbt, 

wurde am Beispiel eines Stammes ein Vitalitätstest durchgeführt.  

Hierfür wurde auf 8 Chamberslides zunächst eine Einzelzelladhärenz durchge-

führt (2.6.1.) und alles 3x mit PBS gewaschen. Die Bakterien wurden dann bis 

zu 5 Tage bei 37°C im Anaerobiertopf inkubiert. Zum Vergleich des Einflusses 

von Anaerobiose und anaeroben Bedingungen plus Nährstoffmangel auf das 

Absterben der Keime wurde in einigen Kammern das Medium jeden Tag ge-

wechselt, in den anderen Kammern belassen. Nach festgelegten Zeitpunkten 

(nach 2 Stunden, 1 Tag, 2 Tagen, 3 Tagen und nach 4 Tagen) wurde dann je-

weils die Bakterienzahl bestimmt sowie eine Färbung mit BCECF, AM durchge-

führt. 
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BCECF, AM ist ein Ester, dessen Estergruppe durch lebende Bakterien ab-

gespalten wird (Esterhydrolyse) und somit ein grün fluoreszierender Farbstoff 

entsteht. Wie in 2.6.4. beschrieben, wurden die zu quantifizierenden Bakterien 

in den Kammern 3x mit PBS gewaschen und nach 2 Stunden für 10 min. mit 

Kollagenase 0,1 % (in PBS), ab dem 1. Tag Anaerobiose mit Kollagenase und 

EDTA 0,1 M bei 37°C inkubiert, Verdünnungsreihen hergestellt und ausplattiert. 

Die zu färbenden Kammern wurden ebenfalls 3x mit PBS gewaschen, 100 μl 

BCECF, AM (6,66 μM) aufgegeben und sofort im Dunklen 30 min. bei 37°C in-

kubiert. Ab diesem Schritt wurde immer im Dunklen gearbeitet. Dann wurde 2x 

mit PBS gewaschen und 100 μl DAPI (Konz.1μg/ml) 5 min. bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde- wie nach der indirekten Immunfluoreszenz (2.8.) - 3x mit 

aqua dest gewaschen, in DAKO Fluorescent Mounting Medium eingebettet und 

die Bakterien sofort oder am nächsten Morgen mit dem Fluoreszenzmikroskop 

betrachtet, da die Fluoreszenz von BCECF, AM schwach ist. Es wurde im 

Computerprogramm AxioVision ein 35x 35 μm großer Gesichtsfeldausschnitt 

festgelegt und dann die mit DAPI gefärbten Bakterien (DAPI färbt sowohl die 

DNA lebender als auch toter Bakterien) gegen die mit BCECF, AM gefärbten 

Bakterien (nur lebende Bakterien) ausgezählt. Es wurden so viele Gesichtsfel-

der gezählt bis mindestens 400 DAPI gefärbte Bakterien gezählt waren und mit 

folgender Formel das relative Überleben der Bakterien bestimmt: 

 

BCECF, AM gefärbte Bakterien / DAPI gefärbte Bakterien x 100  

= Lebende Bakterien 

 

Nach 2 Stunden Adhärenz wurde von einem 100 %igen Überleben ausgegan-

gen. Nach 1 Tag Anaerobiose wurde in 3 der 6 verbliebenen Chamberslides 

das Medium gewechselt, nach 2 Tagen in 2 der 4 verbliebenen Chamberslides 

usw. Dazu wurden die Anaerobiertöpfe täglich etwa um die gleiche Uhrzeit ge-

öffnet , in einigen Chamberslides das Medium gewechselt und jeweils ein neues 

Anaerocult (2.6.1.) zur Herstellung von anaeroben Bedingungen verwendet. 
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2.10 Bestimmung der Superoxidanionen ( O2
- )- Bildung durch PMN 

 
Um zu untersuchen, ob PIA die Superoxidanionenproduktion der PMN beein-

flusst, wurde ein Cytochrom C- Test durchgeführt. 

Chamberslides mit adhärenten Einzelzellen, Mikrokolonien und leeren Kam-

mern wurden nach folgendem Pipettierschema (Tab. 2) befüllt und 60 min. bei 

37°C im Dunklen inkubiert. Es wurden PMN in einer Konzentration von  

1 x 107/ml RPMI verwendet. Während dieser Zeit wurden 2 ml Eppendorff- 

Röhrchen mit je 1 ml PBS vorbereitet und auf Eis gestellt. Die Reaktion wurde 

durch Zugabe des Kammerinhaltes zum eiskalten PBS gestoppt und die Röhr-

chen für 10 min. bei 1000 UpM und 4°C zentrifugiert um die PMN abzutrennen. 

Die OD550nm wurde dann aus 1 ml Überstand gegen den Leerwert (PMN, PBS 

und Cyt. C) gemessen und daraus indirekt auf die Menge der produzierten Su-

peroxidanionen geschlossen. 

 

Tab. 2   Pipettierschema für den Cytochrom C- Test 
 

 EZ MK Pos. Neg. Leer 
CytC 40μl 40μl 40μl 40μl 40 μl 
SOD _ _ _ 40μl _ 
PMA _ _ 40μl _ _ 
PBS 260μl 260μl 220μl 220μl 260μl 
PMN 100μl 100μl 100μl 100μl 100μl 

 
EZ: Einzelzellen 
MK: Mikrokolonien 
Pos.: Positivkontrolle 
Neg.: Negativkontrolle 
Leer: Leerwert               
 

2.11 Statistische Analyse 
 
Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm Excel 6.0 (Microsoft 

Corporation, Redmont, WA, USA) durchgeführt. Es wurde der gepaarte Stu-

dent`s T- Test verwendet. Als signifikant wurden p -Werte von weniger als 0,05 

bezeichnet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung an-

gegeben.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Etablierung eines Testes zur Untersuchung von S. aureus Einzelzel-

len, Mikrokolonien und Biofilm  
 
Nachdem kollagenbeschichtete Chamberslides unter aeroben Bedingungen 2 

Stunden mit den S. aureus- Stämmen SA 113 und SA 7 inkubiert wurden, er-

hielt man adhärente Einzelzellen, was sowohl rasterelektronenmikroskopisch 

als auch mit Hilfe einer DAPI- Markierung gezeigt werden konnte (Abb.11 A, 

Abb.12 B). Es adhärierten im Mittel 5,0 x 107 ± 6,8 x 107 SA 113 und 9,8 x 108  

± 1,2 x 109 SA 7. Wurden diese adhärenten Einzelzellen anschließend 2 Tage 

im anaeroben Milieu inkubiert, formierten sich bei SA 113 und bei SA 7 Mikro-

kolonien. Dies wurde sowohl raster- und transmissionselektronenmikroskopisch 

als auch mittels einer DAPI- Färbung dargestellt (Abb.11 B,G, Abb.12 D,H). Das 

Ausmessen und Auszählen der Kolonieflächen verdeutlichte, dass durch eine 

2tägige anaerobe Inkubation die Bildung von Mikrokolonien (Bakterienaggrega-

te mit einer Fläche ≥ 20 μm2) induziert wurde: nach 2 Tagen waren insgesamt 

165 Mikrokolonien mit Flächen von 20,02- 208,28 μm2 und einer mittleren Flä-

che von 53,67 μm2 entstanden. Als Kontrolle wurden die Flächen der adhären-

ten Einzelzellen ausgemessen: es hatten sich im Vergleich nur 8 Aggregate mit 

einer durchschnittlichen Fläche von 25,98 μm2 und Flächen zwischen 20,95- 

38,29 μm2 gebildet (Abb.8). Die Quantifizierung der nach 2 Tagen anaerober 

Inkubation adhärenten Mikrokolonien ergab 2,4 x 107 ± 4,3 x 107 SA 113 und 

6,3 x 106 ± 1,9 x 106 SA 7. Die Lebendkeimzahlen nach 2 Stunden aerober In-

kubation und 2 Tagen anaerober Inkubation zeigten somit keine signifikanten 

Unterschiede (SA 113 p=0,31 , SA 7 p=0,1). Nach Verlängerung der anaeroben 

Inkubationszeit von 2 auf 5 Tage bildete sich bei beiden Stämmen ein mehrdi-

mensionaler, mehrschichtiger, dichter Biofilm, welcher rasterelektronenmikro-

skopisch und im Ultradünnschnitt im TEM dargestellt wurde (Abb.11 C,H). 

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz und einem spezifischen Antikörper 

gegen PIA konnte gezeigt werden, dass die Bakterien in den Mikrokolonien 

deutlich PIA- positiv sind (Abb.11 E, Abb.12 C,G). Durch weitere Inkubation im 

anaeroben Milieu wurde das Signal noch deutlich verstärkt und die Biofilme wa-
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ren bei beiden Stämmen stark PIA- positiv (Abb.11 F). Bezüglich der PIA- Pro-

duktion unter aeroben Bedingungen nach 2 Stunden gab es jedoch Unterschie-

de zwischen den beiden Stämmen. Die adhärenten Einzelzellen von Labor-

stamm SA 113 waren PIA- negativ,  die PIA- Bildung ließ sich jedoch durch In-

kubation im anaeroben Milieu induzieren. Die adhärenten Einzelzellen von Pati-

entenisolat SA 7 waren nach 2 Stunden aerober Adhärenz schon PIA- positiv, 

was durch Inkubation unter anaeroben Bedingungen aber noch deutlich ver-

stärkt werden konnte (Abb.12). Der als Kontrolle mitgeführte, PIA- negative, 

ATCC 35556Δica::tet war immer PIA- negativ, bildete keinen Biofilm und wurde 

daher nicht dargestellt.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Mikrokoloniebildung und PIA- Produk-
tion von S. aureus in Chamberslides durch anaerobe Inkubation induziert 
werden kann und dass die Biofilmbildung PIA- abhängig erfolgt.  
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Abb. 8  Mikrokoloniebildung von S. aureus nach aerober und anaerober 
Inkubation. Nach 2 Tagen anaerober Inkubation (24h, -O2) haben 
sich deutlich mehr Mikrokolonien (Bakterienaggregate mit einer 
Fläche ≥ 20 μm2 ) gebildet als nach 2 Stunden aerober Adhärenz 
(2h, -O2).  
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3.2 Vitalitätstest 
 
Die S. aureus Lebenkeimzahlen nach 2stündiger aerober Inkubation und nach 

2tägiger anaerober Inkubation zeigten keine signifikanten Unterschiede. Mikro-

skopisch waren nach 2 Tagen anaerober Inkubation in der DAPI- Färbung je-

doch deutlich mehr Bakterien sichtbar als nach 2stündiger aerober Inkubation. 

Um zu untersuchen, ob ein Teil der Bakterien bei der Biofilmbildung abstirbt, 

wurde ein Vitalitätstest durchgeführt. Die Vitalitätsfärbung zeigte, dass nach 2 

Tagen die Zahl überlebender Bakterien auf bis zu 24 % (nach 4 Tagen) absinkt, 

mit Mediumwechsel lässt sich die Zahl auf circa 60 % halten. Zusätzlich wurde 

eine Lebendkeimbestimmung durchgeführt, welche vergleichbare Ergebnisse 

zeigte. Für die Lebendkeimzahlbestimmung nach erfolgtem Phagozytosever-

such bedeutet dies, dass die Anzahl abgetöteter Bakterien in Prozent vom Ino-

kulum nach 2 Stunden bzw. 2 Tagen angegeben werden muss. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit zunehmender Inkubationsdauer ein 
Teil der Bakterien im Biofilm vermutlich aufgrund des Nährstoffmangels 
abstirbt. Für die Phagozytose sind daher die Lebendkeimzahlen entschei-
dend. 
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3.3 Einfluß der Mikrokoloniebildung und PIA- Produktion von S. aureus 
auf die Phagozytose 

 
Um den Einfluß der Mikrokoloniebildung auf die Phagozytose zu testen, wurde 

unter aeroben Bedingungen ein Phagozytoseassay mit adhärenten Einzelzellen 

und Mikrokolonien durchgeführt. Die Lebendkeimzahlbestimmungen auf den 

Chamberslides vor und nach der Inkubation mit PMN ergaben, dass signifikant 

mehr Einzelzellen abgetötet werden als Mikrokolonien (p < 0,05) (Abb. 9). Es 

gab hierbei keinen signifikanten Unterschied zwischen SA 113 und SA 7. SA 

113 Einzelzellen wurden im Mittel zu 83 % (66-98 %) abgetötet, SA 113 Mikro-

kolonien hingegen nur zu 14 % (0-30 %). Die Abtötungsrate von SA 7 Einzelzel-

len betrug durchschnittlich 83 % im Vergleich zu 14 % (0 – 53 %) von SA 7 Mik-

rokolonien. Da das Patientenisolat SA 7 schon nach 2 Stunden PIA produziert, 

lässt sich daraus schließen, dass PIA adhärente S. aureus- Einzelzellen nicht 

vor Phagozytose unter aeroben Bedingungen schützt.  

 

Vergleichende Phagozytoseversuche mit planktonischen, aerob und anaerob 

kultivierten S. aureus   SA 113, ATCC 35556Δica::tet und SA 7 ergaben, dass 

planktonische Bakterien besser phagozytiert werden als adhärente Mikrokolo-

nien (Abb.9 und Abb.10). Weiterhin zeigten sich hier nach anaerober Inkubation 

zwischen dem PIA- positiven SA 113 und seiner PIA- negativen Mutante ATCC 

35556Δica::tet keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Abtötungsraten, 

die zwischen 33% und 99% schwankten (p = 0,09). Da planktonisch kultivierte 

Bakterien ebenfalls überwiegend als Einzelzellen vorliegen, die PIA- Bildung 

jedoch unter anaeroben Bedingungen verstärkt wird und keine Unterschiede 

hinsichtlich ihrer Abtötungsraten bestehen, kann vermutet werden, dass PIA 

planktonische S. aureus nicht vor Phagozytose schützt, wenn die Phagozytose-

versuche unter aeroben Bedingungen durchgeführt werden. 
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Abb. 9  Abtötung von S. aureus Mikrokolonien versus adhärenten Einzel-

zellen nach Inkubation mit PMN unter aeroben Bedingungen in 
kollagenbeschichteten Chamberslides. Mikrokolonien sind im Ver-
gleich zu adhärenten  Einzelzellen Phagozytose- resistenter und 
werden signifikant schlechter abgetötet (SA 113 p= 0,0060, SA 7 
p= 0,008).  Durchschnittlicher Ausgangswert (100 %) waren bei 
SA 113  5,0 x 107 Einzelzellen, 2,4 x 107  Mikrokolonien und bei 
SA 7  9,8 x 108 Einzelzellen, 6,3 x 106 Mikrokolonien. 
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Abb. 10  Abtötung planktonischer, zuvor aerob und anaerob kultivierter S. 

aureus Stämme nach aerober Inkubation mit PMN. Nach anaero-
ber Inkubation zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Ab-
tötungsrate zwischen dem PIA- positiven SA 113 und seiner PIA- 
negativen Mutante ATCC 35556Δica::tet (SA 113 ica). Auch der 
schon unter aeroben Bedingungen PIA- bildende SA 7 wird nicht 
signifikant schlechter abgetötet.  
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Um die Phagozytose bildlich darzustellen und zu überprüfen ob Mikrokolonien 

in PMN aufgenommen werden, wurden raster- und transmissionselektronenmik-

roskopische Untersuchungen durchgeführt. Diese zeigten, dass PMN auf der 

Kollagenmatrix adhärieren und nach der Stimulation mit Serum in der Lage 

sind, sich auf dieser Matrix fortzubewegen, wie die extreme Streckung und 

Ausbildung von Pseudopodien im REM zeigte (Abb.13 A,C). Die Phagozytose 

findet vermutlich statt, indem die PMN mit ihren Pseudopodien unter die  Bakte-

rien kriechen und sie dann phagozytieren (Abb. 13 C,D,E; Abb. 5). Im Ultra-

dünnschnitt konnte gezeigt werden, dass sowohl Einzelzellen als auch kleinere 

Mikrokolonien von PMN aufgenommen werden. Mikrokolonien scheinen jedoch 

im Gegensatz zu Einzelzellen nur bis zu einer gewissen Größe aufgenommen 

und abgetötet zu werden.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass PIA per se S. aureus nicht vor Phagozyto-
se durch PMN schützt, wenn diese unter aeroben Bedingungen d. h. unter 
Anwesenheit von Sauerstoffradikalen durchgeführt wird. Vielmehr scheint 
die Größe der Mikrokolonien ein limitierender Faktor für die Aufnahme in 
PMN zu sein und könnte somit eine Ursache für die Phagozytose- Resis-
tenz sein.  
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Abb.11  
REM- Bilder (A-C), Immunfluoreszenzbilder (D-F) 
und TEM- Bilder (G,H) von SA 113. Nach 2 Stunden 
aerober Inkubation adhärieren einzelne S. aureus (A, 
Pfeil) auf Kollagen- beschichteten Thermanox- 
Deckgläschen (A), die Markierung mit einem Anti-
körper gegen PIA nach 2 Stunden zeigt paarweise 
liegende, PIA- negative Bakterien (D, Pfeil).       
Nach 2 Tagen Inkubation im anaeroben Milieu for-
mieren sich mehrschichtige, traubenförmig angeord-
nete Mikrokolonien (B, Pfeil), die PIA- positiv sind (E, 
Pfeil). 
G zeigt einen Ultradünnschnitt einer bis zu drei Bak-
terienschichten hohen Mikrokolonie von SA 113. Am 
unteren Rand der TEM- Bilder ist jeweils das Deck-
gläschen als als feine Linie (G, Pfeil) zu erkennen, 
Die Schicht darunter zeigt das Epon, in welches die 
Präparate vor dem Schneiden eingebettet wurden. 
Nach 5 Tagen anaerober Inkubation bildet sich ein 
dichter, vielschichtiger, die Deckgläschen rasenartig 
bedeckender Biofilm (C, Doppelpfeil). Im dazugehö-
rigen TEM- Bild (H) ist ein Vertikalschnitt durch einen 
aus bis zu 7 Schichten bestehenden Biofilm (H, 
Doppelpfeil) zu sehen. Die Fluoreszenz kann noch-
mals verstärkt werden, was auf eine gesteigerte PIA- 
Bildung hinweist (vgl. E und F). 
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A B

C D

 

E

G H

F

Abb. 12  Fluoreszenzmikroskopische Bilder von SA 113 (A-D) und SA 7 (E-H). Jeweils neben den mit 
einem Antikörper gegen PIA markierten Bildern (A,C,E,G) sind die DNA- Färbungen mit DAPI 
(B,D,F,H) zu sehen.Nach 2 Stunden aerober Inkubation sind die adhärenten Einzelzellen von 
SA 113 PIA- negativ (A), während SA 7- Einzelzellen nach dem gleichen Zeitraum schon PIA- 
positiv sind (E). Durch 2 Tage Inkubation im anaeroben Milieu lässt sich die PIA- Produktion 
von SA 7- Mikrokolonien noch verstärken (G), während die PIA- Produktion von SA 113 durch 
anaerobe Bedingungen induziert werden. 
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A B

C 

B

D

E

Abb.13  
Bilder der Phagozytose von Einzelzellen 
(A,B) und Mikrokolonien (C,D,E). REM- Bild 
A zeigt einen auf der Kollagenmatrix adhä-
renten, gestreckten PMN mit Pseudopodien, 
umgeben von einzelnen S. aureus. Im TEM- 
Bild B sind phagozytierte Einzelzellen in ei-
nem PMN zu sehen (Pfeil). 
C zeigt die rasterelektronenmikroskopische 
Aufnahme eines deutlich gestreckten PMN, 
der sich mit Hilfe seiner Pseudopodien unter 
Mikrokolonien geschoben hat. Im Ultradünn-
schnitt konnte ebenfalls gezeigt werden, 
dass sich PMN mit ihren Pseudopodien zu-
nächst unter die Mikrokolonien schieben und 
diese während einer Phagozytosedauer von 
1,5 Stunden auch ingestieren können (E 
zeigt eine phagozytierte Mikrokolonie). 
Originalvergrösserung x 1000 
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3.4 Einfluß der Mikrokoloniebildung und PIA- Produktion auf die Produk-

tion von Superoxidanionen 
 
Um die Annahme zu überprüfen, dass Exopolysaccharide- also bei S. aureus 

PIA-  die Sauerstoffradikalproduktion von PMN reduzieren (48,82), wurde die 

Superoxidanionenproduktion von PMN mit dem Cytochrom C- Test quantifiziert. 

Dieser Test ergab, dass PMN, die durch SA 113 Mikrokolonien (PIA- positiv) 

stimuliert wurden, signifikant mehr Superoxidanionen produzieren als solche, 

die durch SA 113 Einzelzellen (PIA- negativ) stimuliert wurden (p= 0,005) (Abb. 

14). Um zu überprüfen, ob lediglich die Anzahl der Bakterien oder die mit der 

Mikrokoloniebildung verbundene PIA- Expression hierfür ursächlich ist, wurde 

der Test nochmals mit planktonischen S. aureus SA 113 und SA 7 in verschie-

denen Konzentrationen durchgeführt. Dies ergab, dass PMN, die durch 1 x 109 

KBE/ml stimuliert wurden, signifikant mehr Superoxidanionen produzieren als 

durch 1 x 107 KBE/ml stimulierte PMN (p = 0,006)(Abb.15). Da sich keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen dem stets PIA- produzierenden SA 7 und dem 

unter aeroben Bedingungen PIA- negativen SA 113 ergeben, lässt sich daraus 

schließen, dass die Anzahl der Bakterien der entscheidende Faktor für die Su-

peroxidanionen- Produktion sind. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass PIA keinen Einfluss auf die Höhe der Sau-
erstoffradikalbildung von PMN hat. Abhängig ist die Menge der gebildeten 
Sauerstoffradikale jedoch von der Anzahl der vorhandenen Bakterien. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 41 -

MKEZ

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8
Su

pe
ro

xi
da

ni
on

en
pr

od
uk

tio
n 

(O
D

 55
0 

nm
)

 
 
Abb. 14  Superoxidanionenproduktion von PMN nach Stimulation durch 

adhärente S. aureus SA 113 Einzelzellen (EZ) und Mikrokolonien 
(MK). PMN produzieren bei Stimulation durch Mikrokolonien signi-
fikant mehr Superoxidanionen im Vergleich zur Stimulation durch 
Einzelzellen. 

 

*

*

0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8

107/ml                                     109/ml

Su
pe

ro
xi

da
ni

on
en

pr
od

uk
tio

n 
(O

D
 55

0 
nm

)

SA 7
SA 113

 
 
Abb. 15  Superoxidanionenproduktion von PMN nach Inkubation mit S. au-

reus- Keimzahlen von 107 KBE / ml und 109 KBE / ml. PMN, die 
mit höheren Keimzahlen (109 KBE / ml) inkubiert wurden, produ-
zieren signifikant mehr Superoxidanionen als solche, die mit 107 
KBE/ml inkubiert wurden. 
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4. Diskussion 
 
Obwohl in der Lunge von CF- Patienten mit chronischen S. aureus- Infektionen 

eine heftige, von polymorphkernigen Granulozyten (PMN) dominierte Abwehr-

reaktion stattfindet und klinisch eine hochdosierte, gezielte Antibiotikatherapie 

eingesetzt wird, können die Staphylokokken nicht eliminiert werden. Unter den 

dort herrschenden anaeroben Bedingungen produziert S. aureus PIA und bildet 

einen mehrschichtigen Biofilm mit Mikrokolonien, was eine wesentliche Ursache 

für die Persistenz des Keimes und den chronischen Verlauf der Infektion zu 

sein scheint. Um den Einfluss dieser  Mikrokolonieformation und Biofilmbildung 

von S. aureus auf die Phagozytose durch PMN zu untersuchen, wurde ein Pha-

gozytoseassay mit adhärenten S. aureus Einzelzellen und Mikrokolonien entwi-

ckelt. Zusätzlich wurde der Einfluss der PIA- Produktion von S. aureus auf die 

Phagozytose untersucht. Die Mikrokolonie- und Biofilmbildung erfolgte- wie in 

der CF-Lunge- unter anaeroben Bedingungen und ohne den Einfluss laminarer 

Scherkräfte. Da S. aureus unter statischen Bedingungen mehr Biofilm bildet als 

unter dem Einfluss laminarer Scherkräfte und dieser im Vergleich mehr extrapo-

lymeres Substrat (in diesem Fall PIA) enthält (83,49), ist das Bakterium gegen 

äussere Einflüsse besonders gut geschützt und die Phagozytose erschwert. 

Sowohl S. aureus (73) als auch PMN (86) besitzen die Fähigkeit, auf Kollagen 

zu adhärieren, und PMN können sich in einer Kollagenmatrix auf eine chemo-

taktische Quelle hinzubewegen (32). Weiterhin ist bekannt, dass auf Kollagen 

adhärente PMN eine höhere bakterizide Aktivität besitzen und adhärente S. 

aureus effektiver abtöten können als auf Albumin adhärente PMN (36). Daher 

wurden die Phagozytoseversuche auf kollagenbeschichteten Oberflächen 

durchgeführt. Übereinstimmend mit der bisherigen Literatur 

(14,28,22,20,34,35,52,65) erfolgte die Entstehung eines Biofilms in mehreren 

Phasen. Nach 2 Stunden aerober Inkubation waren einzelne S. aureus auf Kol-

lagen adhärent, die 2tägige anaerobe Inkubation induzierte die PIA-vermittelte 

Mikrokoloniebildung, und die  Verlängerung der anaeroben Inkubation auf 5 

Tage führte zur Produktion eines mehrschichtigen, flächendeckenden Biofilms. 

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz und einer spezifischen Antikörper-

markierung von PIA wurde dargestellt, dass die Inkubation im anaeroben Milieu, 
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abhängig vom jeweiligen Bakterienstamm, die Produktion von PIA induzieren 

bzw. verstärken kann. Dies stimmt überein mit den Untersuchungen von Cram-

ton et al., die zeigten, dass Inkubation im anaeroben Milieu die PIA- Produktion 

von S. aureus induziert (16). Das Vorhandensein des ica- Locus ist somit zwar 

Voraussetzung für die  Produktion von PIA, die tatsächliche Bildung von PIA 

bzw. Biofilm scheint jedoch von Umweltfaktoren getriggert zu werden. Diese 

Ergebnisse könnten die Beobachtungen erklären, dass in vitro oft nur ein Teil 

der Staphylokokken PIA und Biofilm produzieren, obwohl sie den ica- Locus 

besitzen. (59,24,2,74). Auch in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Labor-

stamm SA 113 nach 2 Stunden aerober Inkubation kein oder sehr wenig PIA 

bildet, die PIA- Bildung kann jedoch durch Inkubation im anaeroben Milieu indu-

ziert werden. Das Patientenisolat SA 7 hingegen produziert auch nach 

2stündiger aerober Inkubation schon PIA. Es existieren also auch interindividu-

elle Unterschiede zwischen Bakterien derselben Art, deren Regulationsmecha-

nismen noch geklärt werden müssen. 

 

Es ist bekannt, dass Biofilme in hohem Maße resistent sind gegen die mensch-

liche Immunabwehr (14,49). Leid et al. zeigten erstmals, dass Leukozyten zwar 

an einen unter statischen Bedingungen gebildeten S. aureus Biofilm adhärieren, 

ihn aber nicht penetrieren können, während planktonische S. aureus aktiv pha-

gozytiert und abgetötet werden (49). Übereinstimmend damit zeigten die Er-

gebnisse dieser Arbeit, dass adhärente Mikrokolonien signifikant schlechter ab-

getötet werden als planktonische S. aureus. Erstmals konnte gezeigt werden, 

dass Mikrokolonien auch signifikant schlechter abgetötet werden als adhärente 

S. aureus Einzelzellen. Mikrokolonien sind also Phagozytose- resistenter. Mit 

Ultradünnschnitten konnte dargestellt werden, dass sowohl Einzelzellen als 

auch Mikrokolonien von PMN aufgenommen werden. Mikrokolonien scheinen 

jedoch nur bis zu einer gewissen Größe aufgenommen werden zu können. So-

mit scheint die Größe der Mikrokolonien ein wesentlicher Faktor für ihre ver-

minderte Abtötung zu sein.  
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Im Mucus der Lunge von CF- Patienten herrschen hypoxische bis anaerobe 

Bedingungen, unter denen S.aureus viel PIA produziert und dichte Biofilme mit 

Mikrokolonien bildet (95, 59). In diesen Biofilmen ist der Sauerstoffgehalt eben-

falls sehr gering, zum Teil herrschen auch hier anaerobe Verhältnisse. Aufgrund 

dieses Sauerstoffmangels stehen den PMN nur nicht-oxidative Mechanismen, 

d.h. Defensine, zur Abtötung der S. aureus Biofilme zur Verfügung. Die oxidati-

ve Abtötung der S.aureus durch Sauerstoffradikale ist nicht möglich. In der Lite-

ratur wurde bereits beschrieben, dass S. aureus durch verschiedene Schutz-

mechanismen, zum Beispiel Reduktion der Oberflächennegativität durch Ver-

änderung der Zellwand, gegen eine Vielzahl von Defensinen resistent ist  

(66-68,10,31,45,46). Da die S. aureus- Lungeninfektion bei CF- Patienten chro-

nisch verläuft, ist anzunehmen, dass S.aureus Biofilme gegen Defensine resis-

tent sind.                                    
Verschiedene frühere Untersuchungen zeigten, dass die bei der Biofilmbildung 

produzierten Exopolysaccharide an sich vor Phagozytose schützen (90,82,39, 

48). Dies wurde sowohl für PIA von S. epidermidis als auch für Alginat von P. 

aeruginosa beschrieben (90,39).  Learn et al. zeigten weiterhin, dass Alginat die 

Sauerstoffradikalproduktion der PMN reduziert. Daher stellte sich die Frage, ob 

PIA zusätzlich zu einer Resistenz gegen Sauerstoffradikale führt. Es zeigte sich 

jedoch bei der Durchführung der Phagozytose unter aeroben Bedingungen kein 

signifikanter Unterschied hinsichtlich der Abtötungsraten adhärenter, PIA-

negativer SA 113 Einzelzellen und adhärenter, PIA- positiver SA 7 Einzelzellen. 

Aerobe Phagozytoseversuche mit planktonischen S. aureus ergaben ebenfalls 

keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Abtötungsraten von anaerob 

inkubierten SA 113 (PIA- positiv) im Vergleich zu der PIA- negativen Mutante 

ATCC 35556Δica::tet. Auch der schon unter aeroben Bedingungen PIA- bilden-

de SA 7 wurde nicht signifikant schlechter abgetötet. Mit dem Cytochrom C-

Test wurde ausserdem gezeigt, dass PIA keinen Einfluss auf die  Superoxid-

anionenproduktion der PMN hat, sondern dass die Anzahl der Bakterien, mit 

denen die PMN vorinkubiert werden, entscheidend ist für die Produktion von 

Sauerstoffradikalen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde zunächst vermutet, 

dass PIA per se S. aureus nicht vor Phagozytose schützt. Inzwischen wurde in 
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weiterführenden Untersuchungen allerdings gezeigt, dass PIA- positive S. au-

reus im Vergleich zu PIA- negativen S. aureus signifikant schlechter bzw. fast 

nicht abgetötet werden, wenn die Phagozytoseversuche unter anaeroben Ver-

hältnissen durchgeführt werden (persönliche Mitteilung M. Ulrich). Unter anae-

roben Verhältnissen stehen den PMN wie bereits erwähnt nur Defensine zur 

Abtötung zu Verfügung.  Daraus lässt sich schließen, dass PIA S. aureus zu-

sätzlich zu den bereits bekannten Resistenzmechanismen vor Defensinen 

schützt. Dies stimmt überein mit den Ergebnissen von Vuong et al., die zeigten, 

dass PIA S. epidermidis vor Defensinen schützt, die Sensivitität gegenüber 

Sauerstoffradikalen jedoch unbeeinflusst bleibt (90). 

 

 

 

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PIA 
S. aureus nicht vor Phagozytose schützt, wenn diese unter aeroben Be-
dingungen, d.h. unter Anwesenheit von Sauerstoffradikalen durchgeführt 
wird. In den Atemwegen von CF-Patienten ist S. aureus jedoch resistent 
gegen die Abtötung durch PMN, weil die dort herrschenden anaeroben 
Umgebungsbedingungen die Mikrokolonie- und Biofilmbildung des Pa-
thogens induzieren, wodurch die Aufnahme in PMN ab einer gewissen 
Größe eingeschränkt wird. 
 

 

 

 

 

 

 



 - 46 -

 

5. Zusammenfassung 
 
Patienten mit Mukoviszidose (synonym: CF) leiden häufig an chronischen S. 

aureus- Lungeninfektionen. Obwohl eine heftige, von PMN dominierte Abwehr-

reaktion stattfindet, können die S. aureus nicht eliminiert werden. Unter den in 

der CF- Lunge herrschenden anaeroben Wachstumsbedingungen bildet S. au-

reus unter Produktion eines extrazellulären Polysaccharids (PIA) einen dichten, 

mehrschichtigen Biofilm mit Mikrokolonien. Um den Einfluss der Mikrokolonie-

formation und Biofilmbildung von S. aureus auf die Phagozytose durch PMN zu 

untersuchen, wurde in dieser Arbeit erstmals ein Phagozytoseassay mit adhä-

renten S. aureus Einzelzellen und Mikrokolonien entwickelt. Es konnte gezeigt 

werden, dass Mikrokolonien signifikant  schlechter abgetötet werden als adhä-

rente und planktonische S. aureus Einzelzellen und vermutlich nur bis zu einer 

bestimmten Größe in PMN aufgenommen werden können. Weiterhin wurde 

untersucht, ob PIA per se einen Einfluss auf die Phagozytose hat. Aerobe Pha-

gozytoseversuche in Suspension ergaben keine signifikanten  Unterschiede 

hinsichtlich der Abtötungsraten von PIA- positiven und PIA- negativen S. au-

reus. PIA scheint also S. aureus unter aeroben Bedingungen (d.h. unter Anwe-

senheit von Sauerstoffradikalen) nicht vor Phagozytose durch zu schützen. Auf 

die Sauerstoffradikalproduktion von PMN zeigte PIA keinen Einfluss; diese war 

lediglich abhängig von der Menge der vorhandenen Bakterien. Zusammenfas-

send lässt sich sagen,  dass S. aureus in der CF- Lunge in erhöhtem Maße re-

sistent ist gegen die Abtötung durch PMN, weil durch die dort herrschenden 

anaeroben Bedingungen die Mikrokolonie- und Biofilmbildung des Pathogens 

induziert wird, wodurch die Aufnahme in PMN ab einer gewissen Größe einge-

schränkt wird. 
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7. Abkürzungen 
 
BCECF, AM = 2´,7´-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein, ace-

toxymethyl ester 

Cy- 3 = Indocarbocyanin- 3- labeled goat anti- rabbit IgG 

Cyt C = Cytochrom C 

d = Tag 

DAPI = Diamedin- 2- phenylindol- dihydrochlorid 

DMSO = Dimethylsulfoxid 

EDTA = Ethylendinitrilotetraessigsäure 

Epon = 1,2-Epoxyproparan 

h = Stunde 

ica = Intercellular- Adhäsin 

KBE = Kolonie- bildende Einheiten 

KH2PO4 = Kaliumdihydrogenphosphat 

min. = Minute 

MSCRAMMs = Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix 

Molecules  

NaCl = Natriumchlorid 

Na2HPO4 x 12H2O = Natriumhydrogenphosphat- Dodecahydrat 

NaOH = Natriumhydroxid 

OD = Optische Dichte 

OsO4 = Osmiumtetroxid 

PBS = Phosphat- gepufferte Saline 

PIA = Polysaccharid- Interzellular- Adhäsin 

PMA = Phorbol- Myrestat- Acetat 

PMN = Polymorphkernige (= neutrophile) Granulozyten 

REM = Rasterelektronenmikroskop 

RT = Raumtemperatur 

SA = Staphylococcus aureus 

S. aureus = Staphylococcus aureus 

sec. = Sekunde 
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SOD = Superoxid- Dismutase  

TEM = Transmissionselektronenmikroskop 

TSA = Tryptone Soya Agar 

TSB = Tryptone Soya Broth 

UpM = Umdrehungen pro Minute 
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