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ZUSAMMENFASSUNG
Untersuchung iiber die Fahigkeit darmpathogener Escherichia coli zur Bildung von
Mikrokolonien auf abiotischen Oberflichen
Sandra Jiinger

Die Infektion und Besiedlung mit Erregern wie Escherichia coli (E. coli) spielt eine immer
groBere Rolle in der Behandlung der Patienten. Aus diesem Grund ist es von besonderem
Interesse die Fahigkeit von E. coli zur Biofilmbildung auf abiotischen Oberfldchen, wie sie
z.B. in Kathetern Anwendung finden, zu untersuchen. Des Weiteren ist die Biofilmbildung
auf Oberflachen der Trinkwasserzubereitung und —verteilung aus hygienischer Sicht ebenfalls
von grofler Bedeutung. Grundlage der Biofilmbildung ist die Fahigkeit zur Bildung von
Mikrokolonien auf biotischen und abiotischen Oberflichen. Im Rahmen dieser Untersuchung
wurden anhand verschiedener abiotischer Materialien (Glas, PVC und Kupfer) untersucht, in
welchem Umfang unterschiedliche darmpathogene E. coli Stimme zur Biofilmbildung auf
diesen Materialien in der Lage sind. Die Untersuchungen erfolgten in Verdiinnungsreihen.
Die Mikrokoloniebildung wurde semiquantitativ per Lichtmikroskop und Fluoreszenz-
Mikroskopie verifiziert. Ergebnis der Untersuchungen war, dass spezifische E. coli Stimme,
insbesondere enteroaggregative E. coli (EAEC) und enteropathogene E. coli (EPEC) im
Vergleich zum apathogenen Laborstamm vermehrt zu Mikrokoloniebildung in der Lage sind.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Art des Materials eine Rolle spielt. So konnte
sowohl auf Glas als auch auf PVC eine ausgepragte Mikrokoloniebildung schon nach 24h
nachgewiesen werden. Dieselbe Untersuchung mit Kupfer hingegen zeigte signifikant bei
keinem der untersuchten Stimme Wachstum. Kupfer hemmte in allen Untersuchungen die
Mikrokoloniebildung. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen die Bedeutung der
Materialabhiangigkeit und die Pathovar-spezifische Variabilitit bei der Mikrokoloniebildung
von Escherichia coli.

Tag der miindlichen Priifung: 19.01.2009
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1. Einleitung

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung ist ein gut bekanntes und untersuchtes Phanomen von
z.B. Staphylococcus epidermidis oder Pseudomonas aeruginosa. Bedingt durch diese
Fihigkeit treten neue Mdglichkeiten zum Uberleben und zur Ausbreitung der Bakterien
auf, die sowohl in Industrie als auch in der Medizin eine immer bedeutendere Rolle
spielen. Unter klinischen Gesichtspunkten ist es daher von Interesse, zu untersuchen, ob
auch E. coli, unter anderem EHEC, als Erreger des HUS, eine abiotische Adhdrenz an
z.B. Wasserleitungen bilden kann. Dieser Beweis wiirde ein grofes Feld neuer

Infektionspotentiale eroffnen.

1.1 Mikrokoloniebildung

Unter einer Mikrokolonie versteht man eine strukturierte Gemeinschaft von Zellen,
umgeben von einer eigenen Polysaccharidschicht, die sich an biotische und abiotische
Oberfldachen anhaftet (1). Diese Polysaccharidschicht nimmt wichtige Stabilisierungs-
und Schutzfunktionen wahr. So sind z.B. Bakterien, die von einem Biofilm umgeben
sind,  gegeniiber  antibiotischen = Substanzen @ oder = Schwankungen  der
Umgebungskonditionen (pH, O, oder Néihrstoffgehalt) deutlich resistenter als
planktonische Zellen. (2) Verschiedene Mechanismen koénnen fiir die Resistenz
gegeniiber antibiotischen Substanzen verantwortlich sein. So ist eine verlangsamte
Penetration der Antibiotika durch den Biofilm denkbar, oder das verlangsamte
Wachstum der Mikrokolonie verldangert die bendtigte Wirkzeit des Antibiotikums. (2)
Als weitere Hypothese wire denkbar, dass die Antibiotika-Resistenz durch pH -
Unterschiede und den Anfall von Abbauprodukten im Inneren des Biofilms beeinflusst
wird. (3) Des Weiteren ist die Biofilmbildung von bestimmten Genprodukten, die je
nach Spezies unterschiedlich sind, abhéngig.

Die Art der Oberfliche kann in biotische und abiotische Medien, die jeweils eine andere
Wachstumsart erfordern, aufgeteilt werden. Spricht man von biotischen Oberfldchen, so
handelt es sich um lebende Oberflichen, wie z.B. Endothelzellen. Bei abiotischen
Oberfldachen geht es um physikalisch und chemisch inerte Substanzen, wie z.B. PVC
oder Glas. (4)



Den eigentlichen Aufbau der Mikrokolonie kann man in zwei Stadien einteilen: 1. Das
Andock-Stadium und 2. das Anheftungs-Stadium. Im ersten Stadium bewegt sich das
Bakterium sehr dicht an die gebotene Oberfliche heran (ca. < 1nm). Hier wurden
Unterschiede zwischen den Bakterienspezies beobachtet. Manche bewegen sich von
einander weg, so dass eine einschichtige Kolonie entsteht, manche Bakterienstimme
hingegen formen Mikrokolonien. (4) Von entscheidender Relevanz fiir die
Biofilmbildung scheinen hierbei drei Zellprozesse zu sein, die Bildung von Flagella,
Curli und Typ I Fimbrien. (5) Die reversible Adhésion an die Oberfliche wird durch
physikalische Krifte bewirkt, wie elektrostatische Anziehung, van der Waals Krifte,
hydrophobe/-phile Interaktion und die Umgebungstemperatur.

Im zweiten Stadium findet die irreversible Adhirenz an die Oberfldche statt. Dies
geschieht durch das Zusammenwirken von verschiedenen Adhidsionsfaktoren und der
Oberfliche. Zu diesem Zeitpunkt beginnen die Bakterien mit der Bildung der
Exopolysaccharidmatrix. Durch diese Matrix wird die Mikrokolonie bzgl. der
Adhérenz unabhéngig von physikalischen Faktoren.

Innerhalb der Matrix laufen nun Zellteilung und Zelltod sowie die weitere Bildung von
Glycocalyx durch Interaktion mit organischen und anorganischen Molekiilen ab. In
diesem Stadium kann man sich das Aussehen des Biofilms vorstellen wie einen
Schwamm oder einen Pilz. Alle Arten von Biofilmen sind sehr wasserhaltig und
bestehen zu 73 — 98 % aus nichtzellulairem Material, wie der Polysaccharidmatrix. Die
Versorgung der Zellen im Inneren des Biofilms wird durch von der Matrix gebildete
Wasser-Kanéle gewéhrleistet. (6)

Dennoch wird die Wachstumsrate der Bakterien limitiert durch die Verfiigbarkeit von
Néhrstoffen und der Moglichkeit der ,,Abfallentsorgung®. Dadurch kommt es zu einer
Stagnation des Wachstums. Jetzt wird ein dynamisches Stadium erreicht, indem
Bakterien aus den duleren Lagen des Biofilms wieder zu planktonischen Zellen werden,

und sich vom Biofilm trennen. (1)
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Entwicklung eines Biofilms. Bedingt durch die
Oberflachencharakteristika und molekiilvermittelten Zellverbindungen heften sich die
ersten Zellen an die Oberfliche. Im nichsten Schritt werden Mikrokolonien geformt, die
von einer Polysaccharidmatrix umgeben werden. Innerhalb dieser Kolonie findet nun
Zellteilung und Wachstum des Biofilms statt. Nach Erreichen einer gewissen Grof3e

werden wieder Zellen vom Biofilm abgestolen und werden zu planktonischen Zellen.

Bei der Entstehung von Biofilmen durch E. coli Stimme spielt die Expression
verschiedener Gene eine grofle Rolle. So wurden bereits 2002 in einer Studie von
Trémoulet et al. (7) 17 verschiedene Proteine differenziert, von denen die meisten bei
der Biofilmentstehung hoch reguliert waren. Des Weiteren wurde bei E. coli Stimmen
eine Mutation des ompR234 festgestellt. Diese Mutation fiihrt dazu, dass das Gen csg4,
das fiir die Bildung von Fimbrien verantwortlich ist, tiberexprimiert wird. Dadurch ist
unter anderem die Adhdrenz der E. coli Zellen an verschiedenen biotischen Oberflachen
moglich. (8) In nachfolgenden Studien wurde ein komplexes Netzwerk von Prozessen
auf celluldrer, molekularer und genetischer Ebene aufgedeckt. Durch unterschiedliche
Up und Down Regulation der verschiedenen Mechanismen, ist der Biofilm in der Lage,

sich an diverse Umweltbedingungen anzupassen. (1)



1.2 Enteropathogene Escherichia coli

Die Untersuchung der Mikrokoloniebildung von E. coli ist von Bedeutung, um einen
Verbreitungsweg der enteropathogenen Escherichia coli zu verifizieren. Wéhrend die
meisten physiologisch im Darm vorkommenden Colibakterien apathogen sind, konnten
die ersten enteropathogenen E. coli (EHEC) zum ersten Mal in den USA 1982 isoliert
werden. 1985 wurde ein weiterer darmpathogener Keim (EAEC) beschrieben. Erste
epidemische Durchfallerkrankungen mit darmpathogenen E. coli wurden Mitte der
80iger Jahre untersucht. Insgesamt sind heute fiinf pathogene Wirkgruppen bekannt: 1.
Enteroinvasive E. coli (EIEC), 2. Enterotoxinbildende E. coli (ETEC),
3. Enteropathogene E. coli (EPEC) und eine Untergruppe, die sogenannten diffus
adhdrierenden E. coli (DAEC), 4. Enterohimorrhagische FE. coli (EHEC)
5. Enteroaggregative E. coli (EAEC). Wihrend ETEC und EIEC hauptsichlich in den
wirmeren Klimazonen vorkommen, sind EPEC, EAEC und EHEC auch bei uns nach
den Salmonellen zusammen mit Campylobacter der zweithdufigste Erreger der
bakteriellen Enteritis geworden. Bisher wurden drei Hauptiibertragungswege
festgestellt: 1) durch kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser oder auch das Baden
in kontaminiertem Oberflachenwasser. 2) Kontaktinfektion von Mensch zu Mensch. 3)
Kontakt mit infizierten Tieren. Die Infektion durch Lebensmittel und Trinkwasser stellt
allerdings den hiufigsten Ubertragungsweg dar. (10)

Die Symptome der Erkrankung durch enteropathogenen Escherichia coli — sind
vielfdltig. Haufig bedingt durch eine Enterotoxinbildung koénnen wéssrige Diarrhden
mit Unterbauchschmerzen und vor allem bei Kindern, Fieber, Ubelkeit und Erbrechen,
Blut- und Mucosauflagerungen des Stuhls, bis hin zu einer hdmorrhagischen Kolitis
sowie Infektionen des Uro-Genitaltrakts auftreten. Auch septische Verldufe und eine
E.coli verursachte Meningitis des Sduglings werden beschrieben. Etwa 80% der
Erkrankungen treten bei Kindern unter 14 Jahren auf, wihrend die Infektion bei
Erwachsenen héufig asymptomatisch bleibt oder sich nur als selbst limitierende,
uncharakteristische ~ Diarrhde  zeigt. Eine der hiufigsten extraintestinalen
Komplikationen der durch EHEC bedingten Enteritis ist das hdmolytisch urdmische
Syndrom. Folgen des HUS konnen ein Hirnddem mit nachfolgenden neurologischen

Symptomen wie zerebralen Krampfanfallen, Koma, Ataxie oder Paresen sein.



Héufig wurden auch bleibende Nierenschddigung bis zur Dialysepflichtigkeit und
Nierentransplantation beobachtet (12).

Eine antibiotische Therapie ist zumindest wéhrend der akuten Krankheitsphase
kontraindiziert, da durch den Einsatz von Antibiotika die Toxinfreisetzung erhoht wird,
und die Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung des HUS dadurch ansteigt (10).

Die Ursache dieser unterschiedlichen Pathogenitdten ist in der grolen Variation von
Pathogenititsgenen zu sehen. Diese wurden sowohl auf Pathogenititsinseln als auch
Plasmide und Bakteriophagen, als Trager der Gene, isoliert. Viele Pathogenitatsfaktoren
wurden per Gentransfer an die darmpathogenen E. coli lbertragen. Dadurch ist zu
erkldren, dass sich das Virulenzprofil stindig und mitunter kurzfristig verdndert.

Aus diesem Grund ist nicht nur die Therapie der Infektion Focus der Forschung,
sondern auch die Prophylaxe der Infektionen mit enteropathogenen Escherichia coli.
Diese besteht zumeist daraus, hdufige Infektionsquellen zu meiden sowie strenge
Hygienevorschriften einzuhalten.

Da auch Trinkwasser als mdgliche Quelle der Ubertragung gilt, ist es von groBer
Bedeutung zu untersuchen, ob E. coli und im Speziellen enterohdmorrhagische E. coli

zur Mikrokoloniebildung auf unterschiedlichen Oberflédchen beféhigt ist.



2. Material und Methoden

2.1 Geriite

Néhrboden: Columbia Blutagarplatten,
Rodak Abklatschplatten

Kiihl- und Gefrierschrinke
Brutschrank ,,Function Line*
Sicherheitswerkbank, Typ HSP 18,
Hera Safe

HeiBluftsterilisator GFL 7105
Mikroskop 49 30 11 - 9901
Kamera fiir Fluoreszenz
Lichtmikroskop, MC 63 A
Férbetrog Typ Hellendahl,
Borosilikatglas fiir 16 Objekttriger
Bechergldser DIN 12331 DURAN
Pipetten verschiedene Modelle

Osen, steril

Filter Millipore Membran Filter
Farbfilme 200 — 400 ASA

2.2 Bakterienstaimme

In diesen Versuchsreihen wurde die Adhirenz eines enteroaggregativen E. coli (EAEC

17-2), eines enteropathogenen E. coli (EPEC 2348/69) und dem Laborstamm E. coli

(C600) untersucht.

Als Positivkontrolle bei den Versuchen mit Fluorocult® Brila-Bouillon wurde E. coli

ATCC 25922 verwandt, dieser wurde schon in anderen Gewisseruntersuchungen mit

Eigenherstellung

Kirsch, Offenburg
Heraeus, Hamburg

Heraeus, Hamburg

Melag, Berlin
Zeiss, Jena
Zeiss, Jena
Zeiss, Jena

Eigenherstellung

Schott, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Nunc Brand Products, Rochester, NY,
USA

Millipore, Schwalbach

Kodak, Stuttgart

dem Fluorocult® Brila-Bouillon als Positivkontrolle eingesetzt.



2.3 Untersuchte Materialien zur Biofilmbildung
Objekttrager

Diagnostika Objekttrager 76 x 26 mm,

2/15mm K41

Firma Engelbrecht

PVC
Platten 76 x 26 mm, Stirke 2,5 mm

Kupfer
Platten 76 x 26 mm, Stirke 2 mm

2.4 Nihrmedien
TSB — Medium
Trypticase Soy Broth
Hefe Extrakt

Agar

pH

Fluorocult® Brila-Boullion

Peptone

Lactose

Ox bile, getrocknet

Brilliant griin

L-Tryptophan
4-methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid

pH

Medium wird 15 min bei 121° C autoklaviert

30,0g /1
3,0g/1
15,0g /1
7,0-7,2

10,0 g /1
10,0 g /1
20,0 g /1
0,0133 g/1
1,0g/l

0,1 g/
72+0,2



MSM - Medium (Minimal Salt Medium) / mit Hefe

KH,PO4 7,0 g/1
K,HPO4 3,0g/
(NH4)2SO4 1,0 g/1
MgSO4 0,1 g/
Hefe Extrakt 1 mg /1

zusétzlich: 0,04% D-Glucose
Das Medium wurde bei 121° C, 15 psi fiir 20 min sterilisiert

MSM - Medium (Minimal Salt Medium) / ohne Hefe

KH,PO4 7,0 g/1
K,HPO,4 3,0g/1
(NH,),SO4 1,0g/1
MgSOy4 0,1 g/

zusétzlich: 0,04% D-Glucose
Das Medium wurde bei 121° C, 15 psi fiir 20 min sterilisiert

MEM — Medium (Gewebekulturmedium)

MEM - Earle (1x) von Biochrom Berlin

NaHCO3 22¢g/1
N-Acety-l-alanyl-1-glutamin 0,518 g/1

2.5 Wachstumsbedingungen

Zuerst wurde eine Bakteriensuspension hergestellt. Dazu wurde in die Farbetroge 60 ml
Néahrmedium (je nach Versuch TSB, MEM oder MSM) gegeben. Im néchsten Schritt
wurden in diese Troge die unterschiedlichen Materialien gestellt, die auf bakterielle
Adhirenz getestet werden sollten. Bevor die Materialien in den Versuchen verarbeitet
werden konnten, wurden diese vorher mit 96% igem Ethanol desinfiziert. In die Troge
wurden einige Kolonien der jeweiligen Teststimme gegeben. Diese Suspension wurde
tiber Nacht bei 37° C im Brutschrank bebriitet. Im minimalen Salz Medium allerdings

war eine Bebriitungszeit von 72 h notwendig um erstes Wachstum nachzuweisen.



2.6 Licht- und Fluoreszenzmikroskopische Unterschung

Alle Priaparate wurden ohne weitere Fixierung nach dem Trocknen geférbt. Fiir die
Féarbung der Objekttriger wurde die Methylenblaufarbung benutzt. Im ersten Schritt
wurde Methylenblau ohne weitere Fixierung auf die Glasfliche gegeben und 30 sec. auf
der Fliache belassen. Nach dem Féarben wurde das Praparat mit Wasser abgespiilt, um
Farbreste zu entfernen und dann luftgetrocknet. Dieser Schritt des Férbens musste
allerdings nur bei den Glas — Objekttragern durchgefiihrt werden. Bei PVC und Kupfer
wurde mit Fluoreszenzmarkierung der Bakterien gearbeitete. Dazu wurden die
Bakterien in Flurocult®-Brila Boullion inkubiert, das Fluoreszenzmerkmal konnte sich
so an die Oberflichen der Bakterien anlagern. Zuletzt wurden die Objekttrager unter

dem Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskop betrachtet und fotografiert.

2.7 Verdiinnungsreihe

Bei der Verdiinnungsreihe wurden fiinf Verdiinnungsstufen angesetzt. Man geht von
60 ml Nahrmedium aus. In die erste Verdiinnungsstufe wurde in 60 ml Ndhrmedium
eine koloniebildende Einheit (KBE) der unterschiedlichen Bakterienstimme gegeben.
Aus dieser Suspension wurden nach griindlichem Durchmischen der Suspension 0.6 ml
heraus pipettiert und in den néchsten Trog mit ebenfalls 60 ml Medium gegeben, so
dass sich eine (1: 100) Verdiinnung ergibt. Dieses Prinzip wurde weiterverfolgt bis zu
einer Verdiinnung von 1: 10%, so dass nach Fertigstellung der Verdiinnungsreihe finf
Troge mit je 60ml Ndhrmedium und Bakterienverdiinnung vorhanden sind. In jedes
dieser fiinf Troge wurden dann drei Platten des jeweils zu untersuchenden Materials
eingesetzt und im Brutschrank bei 37° C inkubiert. Bei Untersuchungen mit Glas wurde
TSB-Medium verwendet. Wurden allerdings PVC und Kupfer untersucht, so wurde ein
fluoreszierendes Medium (Fluorocult® Brila-Boullion) verwendet. Dieses Medium
fiihrt dazu, dass die untersuchten E. coli Stamme durch eine Verdnderung ihrer
Glukuronidase bei der Untersuchung mit fluoreszierendem Licht besser zu erkennen

waren.



2.8 Wachstumskinetik

In jeden zu untersuchenden Trog wurden drei Platten des jeweils zu untersuchenden
Mediums (Glas, PVC, Kupfer) gestellt, so dass diese von allen Seiten von der
Bakteriensuspension umspiilt werden konnten. Diese Platten wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem stindig inkubierten Trog entfernt. Insgesamt
wurden die Bakteriensuspensionen fiir 24 h bei 37° C im Brutschrank behalten. Nach 4
h wurde dabei die erste Platte aus der Bakteriensuspension entfernt und quantitativ
untersucht. Nach 8 h wurde der Versuch fiir die zweite Platte beendet. Die dritte Platte
bleibt wihrend der vollstindigen 24 h im Brutschrank inkubiert, um erst nach
Beendigung der 24 h die quantitative Untersuchung abzuschlieBen. Durch diesen
Versuchsaufbau konnen iiber den Zeitraum eines Tages zu unterschiedlichen
Einzelzeitpunkten Aussagen zum Adhdsionsverhalten der Bakterienstimme gemacht

werden.

2.9 Untersuchungen der inkubierten Platten

Die Platten wurden mit dem Mikroskop auf die gebildeten Adhdrenzen auf den
verschiedenen Oberfldchen untersucht. Die Glasplatten (Objekttrager) wurden mit dem
Lichtmikroskop untersucht. Bei Kupfer und PVC wurde mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop gearbeitet. Die Untersuchung unter dem Licht- oder Fluoreszenz-Mikroskop
wurde direkt nach der Beendigung der Inkubation im Brutschrank durchgefiihrt. Zur
Auswertung der Platten wurden =zusdtzlich Fotos mit der Aufsetzkamera des
Mikroskops gemacht. Dazu wurden 200 ASA Filme benutzt. Es wurde mit einer

Belichtungszeit von 40 sec. gearbeitet.

2.10 Quantifizierung der Adhirenz

Um die gebildeten Adhdrenzen auf den verschiedenen Materialien quantitativ
bestimmen zu konnen, wurden bei stindig gleich bleibender Vergréferung (10 x 100)
die Anzahl der adhirierenden Bakterien pro Gesichtsfeld ausgezédhlt. Die Auszéhlung
wurde bei 20 Gesichtsfeldern pro Priparat durchgefiihrt. Dieses Verfahren wurde
sowohl im Lichtmikroskop als auch im Fluoreszenz —Mikroskop angewendet. Um die
Adhérenz auf den untersuchten Priparaten zu verifizieren, wurde von den entnommenen

Priparaten direkt nach dem Entfernen aus dem Trog ein Abklatsch mit Rodak
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Abklatschplatten gemacht. Diese Abklatschplatten wurden dann fiir 24 h im
Brutschrank inkubiert. Fiir die quantitative Auswertung der Platten wurde jeweils ein
lem? grofles Feld ausgezdhlt und mit dem Ergebnis der Gesichtsfeldauszihlung auf
Korrelation verglichen. Eine weitere Moglichkeit zur Quantifizierung der
Untersuchungen war die Beurteilung des Bakterienwachstums in den jeweiligen
Suspensionsverdiinnungen. Hierzu wurden ebenfalls nach 4 h, 8 h und 24 h je 1ml der
Suspension auf eine Columbia Blutagarplatte mit dem Acht-Osen-Ausstrich
ausgestrichen und fiir 24 h bei 37°C bebriitet. Nach 24 h wurden die Kolonie bildenden
Einheiten auf der Blutagarplatte ausgezihlt. Die hier ermittelten Werte wurden
wiederum mit den Werten der Gesichtsfeldzéhlung verglichen, und auf Korrelation
untersucht. Die  ermittelten Daten des Acht-Osen-Aussstrichs und  der

Gesichtsfeldzédhlung wurden graphisch dargestellt.

2.11 Statistische Berechnung

Der Vergleich zwischen den Bakterienanzahlen pro Gesichtsfeld wurde statistisch
mittels x> -Test analysiert. Es wurde auch das Verhiltnis zwischen Wachstum und
Auspriagung der Mikrokoloniebildung berechnet. Ein p-Wert von < 0,05 galt als
statistisch signifikant. Fiir Ausgangswerte <5 wurde der Fisher's exact- Test

angewendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Mikrokoloniebildung auf Glas

3.1.1 Wachstumsversuch iiber 24 h

Nach 24 h Inkubation zeigte sich bei allen drei getesteten E. coli Stimmen die Fahigkeit
zur Biofilmbildung. Je nach Stamm war diese mehr oder weniger ausgepragt. Die
stirkste Adhésion zeigte sich bei enteroaggregativen E. coli (EAEC 17-2). Hier findet
sich eine Mikrokoloniebildung, in der die einzelnen Mikrokolonien miteinander in
Kontakt treten, so dass auch flichendeckendes Wachstum auf der Glasoberfliche
beobachtet werden kann. Man kann die Mikrokoloniebildung von EAEC auch als diffus
adhérierend bezeichnen (Abb. 2).

Bei dem zweiten getesteten Stamm, einem enteropathogenen E. coli (EPEC 2348/69)
wurde ebenfalls eine Mikrokoloniebildung auf der Glasoberfldche nach 24 h Inkubation
nachgewiesen. Dieses Wachstum stellt sich allerdings eher durch kleinere
Mikrokolonien dar, die nicht miteinander in Kontakt treten.

Als letzten Stamm wurde der Laborstamm C600 untersucht. Dieser diente als Kontrolle,
um einen Stamm zu untersuchen, der keine Pathogenititsfaktoren beinhaltet. Die hier

beobachtete Adhédrenz fand nicht in Mikrokolonien statt, sondern liegt als

Einzelwachstum auf der gesamten Glasoberflache, vor (Abb. 3).

Abb. 2: Lichtmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von EAEC 17-2 auf
Glasoberflachen nach 24h Inkubation.
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Abb. 3:Lichtmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von C600 auf Glasoberfldchen
nach 24h Inkubation.

3.1.2 Kinetikversuch zur quantitativen Beurteilung der Mikrokoloniebildung

Als Resultat dieses Versuches zeigte sich, dass alle drei getesteten Stimme trotz
geringer Bakterienanzahl in Suspension zur Mikrokoloniebildung befdhigt sind (s. Tab
1 -3). Dieses wurde in mehrfach durchgefiihrten identischen Versuchsanordungen
bestitigt.

Als Kontrollstamm wurde ein C600 Stamm im Bezug auf die Mikrokoloniebildung auf
Glas untersucht. Bei diesem E. coli Stamm zeigte sich schnell eine Adhirenz zur
Glasoberfliche. Es konnte schon nach 4h bis zu einer Verdiinnung von 10° vereinzelte
Adhédrenz von Bakterien auf der Glasoberfliche nachgewiesen werden. In der
Ausgangsverdiinnung mit 1 KBE pro 60ml Nihrmedium zéhlten wir pro Gesichtsfeld
auf der Glasoberfliche etwa 20-30 adherierende Bakterien (Abb. 4). Auf den
zugehorigen Blutagarplatten zeigte sich ein korrelierendes Bild. Schon nach 4h war das
Wachstum aus den 1:1 und 1:100 Verdiinnungen als flichendeckend, rasenartig zu
beschreiben. Allerdings schien hier die Zeit zu kurz, um eine Adhérenz auszubilden, da
trotz des starken Wachstums in der Suspension nur wenige Bakterien auf der Glasfldche
nachweisbar waren (Tab.1). In den stirkeren Verdiinnungen (1:10* und 1:10° fand man

noch vereinzelte Bakterien auf Agarplatten und Glasflichen. Man konnte weder auf der
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Blutagarplatte noch auf der Glasoberfliche Wachstum oder Adhirenz in der hochsten
Verdiinnung (1:10%) nachweisen (Tab. 1).

Nach 8h lieBen sich auf den Blutagarplatten der Acht-Osen-Ausstriche keine einzelnen
KBE mehr differenzieren, da sich hier ein flichiges Wachstum auf der Platte darstellte.
Auf den Objekttragern lieB sich nach 8h eine deutlich ausgeprigtere Adhirenz
darstellen, als noch nach 4h. In der 1:1 Suspension konnten wir nach dieser Zeit 300-
400 Einzelbakterien differenzieren. In den hoheren Verdiinnungsstufen, konnte man
allerdings immer noch nur vereinzelte Adhédrenz zur Glasoberfliche nachweisen (Tab.
2).

Nach 24h konnten wir eine relativ flachig wachsende Adhirenz von C600 auf Glas
darstellen. In der 1:1 Verdiinnung waren bis etwa 800-1000 Bakterien pro Gesichtsfeld
adhirent (Abb. 5) und auch in der 1:10° Verdiinnung konnten wir mit 20-30 Bakterien
pro Gesichtsfeld nachweisen. Allerdings fand man bei C600 kaum Mikrokolonien,
sondern nur einzeln angelegte Bakterien, die aber nach ldngerer Inkubationszeit so dicht

nebeneinander lagen, dass sich eine dichte Fldche von Bakterien bildete (Tab.3).

Abb. 4: Lichtmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von C600 auf Glasoberfldchen nach
4h Inkubation der 1:1 Verdiinnung.(1 KBE auf 60 ml Nédhrmedium)

14



Abb. 5: Lichtmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von C600 auf Glasoberfldchen nach
24h Inkubation der 1:100 Verdiinnung.(Ausgangslosung:1 KBE auf 60 ml Ndhrmedium)

Bei EPEC 2348/69 beobachtete man nach 4h trotz eines rasenartigen Wachstums auf
der Blutagarplatte aus 1ml ausgestrichener Suspension im Gegensatz zu C600 auf dem
Glasobjekttrager nur vereinzeltes Wachstum von E. coli. Je hoher die Verdiinnungsstufe
war, desto weniger Bakterien lieBen sich im Ausstrich nachweisen. In der 1:10°
Verdiinnung lieBen sich auf der Columbia Blutagarplatte noch ca.100 KBE nachweisen,
wihrend auf der Ausstrichplatte aus der 10° Verdiinnung kein Wachstum mehr
nachweisbar war. Die Gesichtsfeldauszdhlung ergab nur eine beginnende
Mikrokoloniebildung in der ersten Verdiinnungsstufe (1 KBE auf 60ml Nahrmedium)
(Tab. 1).

Nach 8h konnte auf allen Ausstrichplatten ein Wachstum von bis zu 300 KBE aus der
Verdiinnung 10° ausgezdhlt werden. Diese Zunahme an Bakterienwachstum in der
Suspension spiegelte sich auch in der Anzahl der pro Gesichtsfeld ausgezidhlten EPEC
wieder. Hier fanden sich auf den Objekttragern aus der 1:1 und der 1:100 Verdiinnung
etwa 3-4 Mikrokolonien mit insgesamt 30 — 40 Bakterien pro Gesichtsfeld. In den
Verdiinnungsstufen 1:10% und 1: 10° fand man nur noch vereinzelt 2-3 Bakterien pro
Gesichtsfeld. In der hochsten Verdiinnung mit 10 konnte auch nach 8h keine

Mikrokoloniebildung auf der Glasoberflache beobachtet werden (Tab.2).
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Nach der endgiiltigen Inkubationszeit von 24h zeigte sich ein deutlich ausgeprégteres
Wachstum als noch nach 8h. Nach 24h lieBen sich in den Acht-Osen-Ausstrichen aller
Verdiinnungsstufen, wie schon bei C 600, keine einzelnen KBE mehr abgrenzen, so
dass man das Wachstum auf den Platten als rasenartig bezeichnen konnte. Dieses Bild
spiegelte sich auch in der Gesichtsfeldauszdhlung wieder. Auch hier konnte man in den
Verdiinnungen 1:1 und 1:100 kaum einzelne Mikrokolonien ausmachen, da alle
miteinander verwoben waren und sich so ein flichiger Biofilm nach 24h darstellt
(Abb.5). In der nichsten Verdiinnungsstufe bei 10* konnte man pro Gesichtsfeld etwa
1-2 Mikrokolonien differenzieren. In der héchsten Verdiinnung mit 10° lieB sich auch

nach 24h noch kein Wachstum von EPEC auf der Glasoberfldche nachweisen (Tab. 3).

o
$4% 9

Abb. 6: Lichtmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von EPEC 2348/69 auf

Glasoberflachen nach 24h Inkubation der 1:1 Verdiinnung. (Ausgangslosung:1 KBE auf 60 ml

Néhrmedium)

Eine identische Versuchsreihe wurde auch mit EAEC 17-2, einem enteroaggregativen
E. coli durchgefiihrt. In den fiinf Verdiinnungsstufen wurden wiederum drei
Objekttriager 4h, 8h oder 24h inkubiert. Es zeigte sich hier sowohl in Qualitét als auch in
Quantitit eine verdnderte Art der Mikrokoloniebildung. So konnten wir bei der

Bestimmung der KBE pro 1ml Suspension im Acht-Osen-Ausstrich ein dhnliches Bild
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beobachten, vergleichbar mit den Resultaten der EPEC Versuchsreihe. Auch bei EAEC
konnte man in der Verdiinnungen 1KBE pro 60ml und in der 1:100 Verdiinnung keine
Differenzierung einzelner KBE nachweisen. Eine genauere quantitative Aussage konnte
man in den Verdiinnungen 1:10* (1000 KBE) und 1:10°* (200 KBE) treffen. Wie bei
EPEC konnte in der stirksten Verdiinnung keinerlei Wachstum nachgewiesen werden
(Tab.1). Dieses sich hier darstellende Bild stand in Korrelation zu den nach 4h
untersuchten Objekttragern. Bei der Gesichtfeldauszdhlung konnte man im 1:1 Ansatz
ca. 100-200 Einzelbakterien nachweisen (Abb.7). In der 1:100 Verdiinnung waren es
noch 5-10 Einzelbakterien, wihrend in den héheren Verdiinnungen nur noch vereinzelt
Bakterien zu differenzieren waren. Auch auf dem Objekttriger liel sich bei einer
Verdiinnung von 1:10® keine Adhirenz zur Oberfliche erkennen

Nach 8h zeigte sich dahingehend ein Unterschied zur EPEC-Untersuchung als die
Anzahl der KBE pro 1ml Suspension nun in keiner Verdiinnungsstufe mehr zu
differenzieren war. Ahnlich stellte sich auch das Bild der Gesichtsfeldauszihlung nach
8h dar. Auch hier zeigte sich eine deutliche stirker ausgepriagte Adhdrenz von EAEC zu
Glas als von EPEC. Auf dem Objekttrager aus der 1:1 Verdiinnung stellte sich ein
flichiges Wachstum mit ca. 500 Bakterien pro Gesichtsfeld dar, und selbst in den
starksten Verdiinnungen konnte man in einigen Gesichtsfeldern noch bis zu 200
Bakterien differenzieren. Auch waren die Bakterien nach 8h schon teilweise nicht mehr
als FEinzelbakterien adhidrend, sondern lagerten sich in kleinen Mikrokolonien
zusammen (Tab.2). Nach 24h Inkubation und der Beendigung dieses Versuches konnte
man wie schon nach 8h auf den Blutagarplatten keinen Unterschied machen zwischen
den einzelnen Verdiinnungen. Auf den Glasoberflichen konnten wir eine starke
Ausprigung der Mikrokoloniebildung von EAEC nachweisen (Abb.8). So konnte man
nach 24h Inkubation in der Ausgangssuspension 5-6 nicht klar voneinander abgrenzbare
Mikrokolonien differenzieren. Selbst in der 1:10° Verdiinnung hatten die etwa 20-30

differenzierten Bakterien die Tendenz zur Mikrokoloniebildung (Tab.3).
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Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von EAEC 17-2 nach Inkubation iiber
4h in 1:1 Verdiinnung. (Ausgangslosung 1KBE auf 60ml Ndhrmedium)

Abb. 8: In Lichtmikroskopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von EAEC 17-2 nach Inkubation
iiber 24h 1:1 verdiinnt. (Ausgangslosung 1KBE auf 60ml Nahrmedium)
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3.1.3 Vergleichende Zusammenfassung des Wachstumsverhaltes der E. coli
Stimme auf Glas

In der kinetischen Auswertung der Versuche zeigten sich sehr deutliche Unterschiede
beziiglich der Anzahl der adhérierenden Bakterien bei den drei getesteten Stimmen
(C600, EAEC 17-2, EPEC 2348/69).

Es zeigte sich, dass EAEC 17-2 in allen getesteten Verdiinnungsstufen am stiarksten und
schnellsten an Glas adhériert. C 600 zeigte zwar insgesamt ein eher méiBiges Wachstum
auf Glas, dies war allerdings deutlich stirker ausgeprégt, als dies bei EPEC 2348/69 der
Fall ist.

So bildete EAEC 17-2 in der Ausgangsverdiinnung (1 KBE pro 60ml Néhrmedium)
innerhalb von 24h Mikrokolonien von durchschnittlich 1200 Bakterien pro
Gesichtsfeld. Im selben Zeitraum adhérierten etwa 900 Bakterien von Stamm C600 auf
Glas. Hingegen blieb das Wachstum von EPEC 2348/69 mit ca. 100 Bakterien relativ
gering. Das Wachstumsverhalten der drei Stimme allerdings war nahezu identisch, da
in allen Versuchen der 1. Verdiinnungsstufe von 8h Inkubation auf 24h Inkubation in
etwa eine Verdreifachung der Bakterienadhirenz auf Glas stattfand (Abb. 9).

Auch auf den Objekttragern aus der 1:100 Verdiinnung lie sich eine dhnliche Tendenz,
das Adhédrenzverhalten betreffend beobachten. Sowohl bei C600 als auch bei EPEC
2348/69 konnte eine durchschnittliche Verdreifachung der anhaftenden Bakterien
festgestellt werden. Bei EAEC 17-2 war hier eine deutlich ausgeprigtere
Biofilmbildung nachweisbar, da sich die Anzahl der Bakterien pro Gesichtsfeld von 8h
auf 24h durchschnittlich veracht fachte (Abb.10).

In der 1:10* Verdinnung stellte sich dasselbe Bild wie in der vorhergehenden
Verdiinnungsstufe dar. Auch hier verdreifachte sich die Anzahl der am Biofilm
beteiligten Bakterien von 8h auf 24h auf ca. 100 (C600) bzw. 30 (EPEC 2348/69). Im
selben Zeitraum fand bei EAEC 17-2 eine Biofilmentwicklung von 100 auf 500
Bakterien pro Gesichtsfeld statt (Abb.11).

Im direkten Vergleich von C600 zu EAEC ergab sich statistisch signifikant in allen
Verdiinnungsstufen ein hoheres Wachstum von EAEC. 1:1 Verdiinnung: y*> = 75,71;
Clos[3,9; 10,92]; p<0,00001. 1:100 Verdiinnung: > = 199,02; Clys[0,11;20]; p< 0,0001.
1:10* Verdiinnung : ¥ = 4,07; Clos[0,97; 4,23]; p= 0,045
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Der direkte Vergleich von C600 zu EPEC ergab in den ersten Verdiinnungsstufen ein
signifikant hoheres Wachstum von C600. 1:1 Verdiinnung: 2 = 8,71; Clos[ 0,93; 0,86] ;
p= 0,00316. 1:100 Verdiinnung: 2 = 22,79; Cls[0,17;0,81]; p< 0,0001. Bei der 1:10*
Verdiinnung konnte auf Grund von zu geringem Wachstum keine Signifikanz

nachgewiesen werden. ( %= 2,79; Cls[0,01;1,59]; p= 0,095

Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10° 1:10° 1:10°
Stamm
EPEC <10 k.W. k.W. k.W. k.W.
2348/69
EAEC 17-2 100 - 200 5-10 <10 <10 k.W.
C 600 10 -20 5 <10 <10 k.W.

Tab 1: Nach 4h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Ndhrmediumsverhéltnis Auszdhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem Glas Objekttriager. k.W. =kein Wachstum

Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10°* 1:10° 1:10°
Stamm

EPEC 30 - 40 20 - 30 2-3 2-3 k.W.
2348/69

EAEC 17-2 500 100 - 200 100 0 - 200 0—200
C 600 300400 | 50-150 <10 <10 <10

Tab 2: Nach 8h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Nahrmediumsverhéltnis Auszidhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem Glas Objekttriager unter dem Lichtmikroskop. Quantifizierung der
Fotoaufnahmen. k.W. = kein Wachstum

Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10° 1:10° 1:10°

Stamm

EPEC Fléchig, Fléachig, kl. 1-2 15-20 k.W.

2348/69 kl.Mikrokol | Mikrokol Mirkokol

EAEC 17-2 5-6 grole | 5-6 kleinere 1-2 1 20 -30
Mikrokol. Mikrokol. Mikrokol. Mikrokol

C 600 800 - 1000 | 200 -300 100 20-30 k.W.

Tab 3: Nach 24h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Nahrmediumverhéltnis Auszéhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem Glas Objektriger. k.W. = kein Wachstum
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Bakterien /Gesichtsfeld

Bakterien / Gesichtsfeld

1400

1200
1000
800 O4h
600 B 8h
400 0O24h
200
0
C 600 EPEC 2348/69 Eagg 17-2
Stamme
Abb. 9: Durchschnittliche Adhdrenz auf Glas der drei untersuchten Stamme C600,
EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier 1:1
Verdiinnung (1 KBE pro 60ml Nahrmedium)
1200
1000
800
600
400 O4h
200 M 8h
O24h
0
C 600 EPEC 2348/69 Eagg 17-2
Stamme

Abb.10: Durchschnittliche Adhirenz auf Glas der drei untersuchten Stimme
C600, EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier 1:100
Verdiinnung (1 KBE pro 60 ml Ndhrmedium 1:100 verdiinnt)
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Bakterien/Gesichtsfeld

600
500
400
300
200
100

C 600 EPEC 2348/69 Eagg 17-2
Stimme

Abb.11: Durchschnittliche Adhdrenz auf Glas der drei untersuchten Stimme
C600, EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier aus

der 1:10" Verdiinnung (1 KBE pro 60ml Nahrmedium auf 1:10* verdiinnt)
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3.2 Untersuchung der Mikrokoloniebildung auf PVC mit Fluoreszenztechnik

3.2.1 Wachstumsversuch iiber 24 h

Nachdem nun bewiesen war, dass alle drei untersuchten Stamme auf Glasoberfldchen
adhérieren konnen, wurde der Versuch mit PVC wiederholt, um festzustellen, ob auch
hier Biofilmbildung stattfinden kann.

Da es sich bei diesem Material um ein nicht durchleuchtungsfihiges Material handelte,
wurden die E. coli Stimme in einem bestimmten fluoreszierenden Medium
(Fluorocult®) inkubiert. Diese Medium erlaubte, dass die Glucuronidase der E. coli
durch den Kontakt mit Methylumbelliferyl-glucuronid (MUG) gespalten wurde in
Glucuronsdure und das fluoreszierende Methylumbelliferon.

Nach 24h Inkubation zeigte sich bei allen drei Stimmen unter dem Fluoreszenz-
Mikroskop eine Adhdrenz zu PVC. Diese war wie auch schon bei Glas bei den
verschiedenen Stdmmen unterschiedliche ausgepriagt. Auf der Platte, die mit EAEC
inkubiert wurde, erkannten wir, wie schon auf Glas, deutlich ausgeprigte
Mikrokoloniebildung, welche besonders ausgeprigt an der Wasser — Luft — Grenze auf
der Platte ausgebildet war.

Auch bei EPEC konnten Adhédrenzen zu PVC beobachtet werden. Diese waren aber
weniger ausgepragt als bei EAEC, so dass man nur kleine Mikrokolonien beobachten
konnte, wihrend die Mehrzahl der Bakterien einzeln vorlag.

Bei der Untersuchung mit C600 zeigte sich ein dhnliches Bild, wie wir es schon auf
Glas beobachten konnten. Die Bakterien des C600 Stamms bildeten in diesem ersten
qualitativen Versuch keine Mikrokolonien auf PVC nach 24h. Hier konnte man zwar
eine grofle Anzahl von Bakterien differenzieren, allerdings adhérierten diese einzeln an
der Oberfldche, so dass zwar eine flachige Besiedlung mit C600 stattfand, die einzeln

Bakterien aber kaum Kontakt zueinander haben.
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Abb. 12: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von EAEC 17-2 auf PVC-
Oberflachen nach 24h Inkubation.

Abb. 13: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Mikrokoloniebildung von C600 auf PVC-
Oberflachen nach 24h Inkubation



3.2.2 Kinetikversuch zur quantitativen Beurteilung der Mikrokoloniebildung auf
PVC

In diesem zweiten Kinetikversuch wurde das Wachstumsverhalten der drei Stimme
EPEC 2348/69, EAEC 17-2 und C600 auf PVC untersucht. Ziel des Versuches war,
Ahnlichkeiten ~ zwischen der  Mikrokoloniebildung auf Glas und der
Mikrokoloniebildung auf PVC nachweisen zu kénnen.

Zuerst wurden 3 Platten PVC in den jeweiligen Verdiinnungsstufen aus der mit EPEC
beimpften Suspension 4h, 8h oder 24h inkubiert.

Zuerst wurde der Versuch wiederum mit C600 als Kontrollstamm durchgefiihrt. So
konnten wir nach 4h auf der PVC Platte aus der Ausgangslosung nur vereinzelte
Bakterien (etwa 1 — 2 pro Gesichtsfeld) nachweisen (Abb. 14), obwohl das Wachstum
aus der Ausgangslosung auf der Ausstrich-Platte, wie schon im Glasadhédrenzversuch,
schon nach 4h als rasenartig zu bezeichnen war. Dies war ein Hinweis dafiir, dass die
Mikrokoloniebildung auf PVC mehr Zeit in Anspruch nimmt als auf Glas (Tab. 4). In
allen anderen Verdiinnungsstufen lie sich nach 4h noch keine Adhdrenz auf PVC
nachweisen, wihrend auf der Blutagarplatte aus der 1:100 Verdiinnung ca. 1000 KBE
zu differenzieren waren. Auf den Blutagarplatten lieB sich bis zur 1: 10° Verdiinnung
Wachstum nachweisen.

Nach 8h war die Mikrokoloniebildung von C600 ausgeprigter als nach 4h, da nach 8h
auf der Platte aus der Ausgangslosung schon 50 — 100 adhdrente Bakterien pro
Gesichtsfeld differenziert werden konnen. Auf der PVC-Platte aus der 1:100
Verdiinnung konnten nach 8h 20 — 40 Bakterien pro Gesichtsfeld erkannt werden.
Allerdings lagen die adhédrenten Bakterien in den meisten Féllen als Einzelbakterien vor,
nur wenige waren zu kleinen Mikrokolonien a 3-5 Bakterien verbunden (Tab. 5). Aus
den angelegten Acht-Osen-Ausstrichen war das Wachstum nach 8 h bis zu einer
Verdiinnung von 1: 10* rasenartic war. Nur auf der Agarplatte aus der 1: 10°
Verdiinnung lieBen sich etwa 360 KBE pro Iml differenzieren. In der hochsten
Verdiinnungsstufe war kein Wachstum nachweisbar.

Nach 24h war das Bild auf den PVC-Platten vergleichbar mit dem aus den Versuchen
mit Glas, einschrinkend lie3 sich bei PVC feststellen, dass die Adhidrenz von C600 auf
PVC zwar flichendeckend war, aber wie schon bei Glas beobachtet, lagerten sich die

einzelnen Bakterien weniger zu mehrschichtigen Mikrokolonien zusammen, sondern
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bildeten vielmehr eine einfache Schicht. Auf der PVC-Platte aus der Ausgangslésung
erkannten wir etwa 200 Bakterien pro Gesichtsfeld (Abb.15). Auch in den hdheren
Verdiinnungsstufen liel} sich nach 24h Adhéirenz von C600 zu PVC nachweisen

(Tab.6). So konnten auf der Platte aus der 10° Verdiinnung immer noch ca. 5 vereinzelte
Bakterien pro Gesichtsfeld ausgemacht werden. Gleichzeitig konnte man das Wachstum
auf den Ausstrichplatten wie schon nach 8h in allen Verdiinnungsstufen als rasenartig
bezeichnen.

In einem weiteren Versuch wurde auch EPEC 2348/69 auf die quantitative
Adhirenzfahigkeit hin untersucht. Auf den Blutagarplatten zeigte sich bei EPEC ein
nahezu identisches Bild wie auch schon in der Versuchsreihe mit Glas. So konnte man
in der Ausgangssuspension und auch in der 1:100 Verdiinnung keine Einzelkolonien auf
der Agarplatte differenzieren. Aus dem Acht-Osen-Ausstrich der 10* Verdiinnung
gingen ca. 520 KBE hervor. In der hchsten Verdiinnungsstufe (10°) lieB sich, wie auch
schon in den vorhergehenden Versuchen, keinerlet Wachstum auf der Columbia-Platte
nachweisen (Tab. 4). Schaute man sich die PVC Sticke unter dem
Fluoreszensmikroskop an, so lieB3 sich auch hier, wie schon auf Glas, eine Adhéirenz von
Einzelbakterien nachweisen. So adhérierten in der Ausgangssuspension schon ca. 10
Bakterien pro Gesichtsfeld auf der Kunststoffoberfliche. Selbst in der 1:10°
Verdiinnung lieen sich noch vereinzelt Bakterien auf der Oberfldche nachweisen.

Nach 8h stieg die Anzahl der adhdrierenden Bakterien auf 25 Bakterien pro
Gesichtsfeld, die allerdings als Einzelbakterien vorlagen. In der 1:10% Verdiinnung
konnte man pro Gesichtsfeld etwa 2-3 Bakterien ausmachen. Die Auswertung der
Blutagarplatten zeigte ein dhnliches Bild wie schon bei Glas. Bis zu einer Verdiinnung
von 10° konnte kein Einzelkoloniewachstum differenziert werden, und auch in der 1:
10° Verdiinnung war das Wachstum mit 2000 KBE sehr dicht. Dies zeigte, dass die
Mikrokoloniebildung nicht nur abhidngig war von der Anzahl der Bakterien des
einwirkenden Mediums, sondern auch von der Zeitspanne der Inkubation (Tab.5).

Am Ende der Inkubationszeit nach 24h erkannten wir auf den Blutagarplatten jeglicher
Verdiinnung ein fldchendeckendes, rasenartiges Wachstum des EPEC Stammes. Auf
den PVC Stiicken konnte man nach 24h auch erste kleinere Mikrokolonien beobachten,
die allerdings nur aus wenigen Bakterien bestehen. In der 1:1 Verdiinnung lieen sich

etwa 100 Bakterien pro Gesichtsfeld in mehreren kleinen Mikrokolonien beobachten.
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Abb. 14: Fluoreszenz-mikrokopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von C600 nach Inkubation
tiber 4h in 1:1 Verdiinnung (Ausgangslosung: 1KBE auf 60 ml Ndahrmedium)

Abb. 15: Fluoreszenz-mikrokopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von C600 nach Inkubation
iber 24h in 1:100 Verdiinnung (1KBE auf 60 ml Nahrmedium, 1:100 verdiinnt)



Auch in der 1: 100 Verdiinnung lieBen sich noch etwa 50 Bakterien in Mikrokolonien

nachweisen. In den hoheren Verdiinnungen sah man nur noch vereinzelte einzeln

vorliegende Bakterien. In der 1:10° Verdiinnung wurde wihrend des ganzen Versuches

keine Adhdrenz auf PVC nachgewiesen (Tab. 11/ 12).

Abb. 16: Fluoreszenz-mikrokopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von EPEC 2348/69 nach
Inkubation {iber24h in 1:1 Verdiinnung (1KBE auf 60 ml Ndhrmedium)

In einem weiteren Versuch wurde die Biofilmbildung von EAEC auf PVC mit dem
selbem Versuchsaufbau untersucht. Die ausgestrichenen Blutagarplatten zeigten ein
dhnliches Bild wie schon bei der Untersuchung mit Glas.

Bei Auswertung der Ausstrich-Platten konnten wir in den ersten drei
Verdiinnungsstufen (1:1, 1:100, 1:10%) keine einzelnen KBE differenzieren, da das
Bakterienwachstum als flichendeckend angesehen werden konnte. Auch in der 10°
Verdiinnung konnten etwa 400 KBE ausgezéhlt werden. Entgegen allen Erwartungen
konnten auch auf der Platte aus der 10° Verdiinnung in einer der drei
Versuchsanordnungen 11 KBE ausgezihlt werden (Tab.8). Dies konnte aber dadurch
bedingt sein, dadurch dass die zuerst {iberimpfte Ausgangskolonie sehr grof3 war, und
somit Bakterien bis in die letzte Verdiinnungsstufe tiberimpft wurden. Entgegen der

Tendenz auf den Blutagarplatten konnte man nach 4h kaum Adhérenzen von EAEC auf
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dem PVC nachweisen (Tab. 4). Ursdchlich konnte hier die zu kurze Inkubationszeit im
Verhiltnis zur Bakterienzahl sein, so dass der weitere Verlauf des Versuches
entscheidet war. Nur auf der PVC-Platte aus der Ausgangslosung konnten etwa 10 — 20
adhérierende Bakterien pro Gesichtsfeld gezihlt werden.

Nach 8h Inkubation entwickelten sich aus der Ausgangslosung die ersten mittelgro3en
Mikrokolonien von etwa 40 Bakterien pro Kolonie auf der PVC — Platte. Pro
Gesichtsfeld erkannte man etwa 3-4 solcher Mikrokolonien und auch einige

einzel adhédrente Bakterien, so dass insgesamt etwa 200 Bakterien pro Gesichtsfeld
(Abb. 17) adhirierten. In der 1:100 Verdiinnung zdhlten wir ca. 30 — 40 Bakterien in
kleineren Mikrokolonien pro Gesichtsfeld. Noch in der 10" verdiinnten Suspension
konnten 8 — 10 EAEC pro Gesichtsfeld auf der PVC-Platte nachgewiesen werden

(Tab. 9). Dieses Ergebnis zeigte, dass etwa 8h nétig sind um erste reelle
Mikrokoloniebildung auf PVC nachweisen zu konnen, wéhrend die Anzahl der
Bakterien in Suspension schon sehr viel frither deutlich héher war. Denn auch nach 8h
war das Bakterienwachstum auf den Ausstrich-Platten dhnlich hoch, wie schon nach 4h.
Nur in den 10° und 10® Verdiinnungen hat noch eine merkliche Zunahme der
Bakterienanzahl auf 1000 bzw. 100 KBE stattgefunden.

Nach 24h war das Wachstum auf den Ausstrich-Platten aller Verdiinnungsstufen als
rasenartig zu bezeichnen, so dass keinerleit KBE mehr differenziert werden konnte
(Tab.6). Auch auf den mikroskopisch untersuchten PVC-Platten war nach 24h noch
einmal eine Zunahme der Mikrokoloniegrole zu verzeichnen. Man fand  pro
Gesichtsfeld auf der Platte aus der Ausgangssuspension 5-6 gréflere Mikrokolonien mit
bis zu 300 Bakterien pro Kolonie (Abb. 18). In der 10 * Verdiinnung lieBen sich noch

etwa 10 Bakterien pro Gesichtsfeld auszéhlen.
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Abb. 17: Fluoreszenz-mikrokopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von EAEC nach Inkubation
iiber 8h in 1:1 Verdiinnung (1KBE auf 60 ml Nihrmedium)

Abb. 18: Fluoreszens-mikrokopische Aufnahme der Mikrokoloniebildung von EAEC nach Inkubation
iiber 24h in 1:1 Verdiinnung (1KBE auf 60 ml Nahrmedium)



3.2.3 Vergleichende Zusammenfassung der Wachstumskinetik von E. coli
Stimmen auf PVC

Die Auswertung der Kinetik auf PVC zeigte insgesamt eine geringere Adhérenz der
untersuchten Staimme auf PVC. In der Ausgangsverdiinnung war die Adhédrenz von
EAEC 17-2 im Vergleich zu den anderen Bakterienstimmen am stirksten ausgepragt.
Nach 24h adhirierten durchschnittlich 250 Bakterien. Nach 8h waren es allerdings
schon 175 Bakterien pro Gesichtsfeld, so dass hier ein sehr geringer Zuwachs innerhalb
von 16h zu verzeichnen ist. Bei C600 und EPEC 2348/69 konnte man nach zdgerlichem
Beginn der Adhirenz nach 4h, im Zeitraum von 8h bis 24h Inkubation jeweils eine
Verdreifachung der Adhédrenzzahlen beobachten. Insgesamt war die Anhaftung bei
C600 mit ca. 200 Bakterien pro Gesichtsfeld ausgeprigter als bet EPEC 2348/69 mit
nur 100 anhaftenden Bakterien (Abb. 19). In der 1:100 Verdiinnung zeigte C 600 die
besten Adhdrenzeigenschaften der drei Stimme. EPEC 2348/69 und EAEC17-2 zeigten
mit durchschnittlich 50 adhérierenden Bakterien pro Gesichtsfeld nach 24h ein etwa
identisches Wachstum. Dieses erfolgte bei EAEC 17-2 eher stetig mit einer
Verdoppelung der Zahlen zwischen 8h und 24h Inkubation. Die Adhirenz von EPEC
2348/69 erfolgte eher explosionsartig, da nach 4h nur vereinzelte Bakterien
nachgewiesen wurden, nach 24h Inkubation aber eine Verfiinffachung des 8h-Wertes
auf 50 Bakterien pro Gesichtsfeld stattgefunden hatte (Abb. 20). Ein sehr dhnliches Bild
konnte man auch in der 1:10* Verdinnung beobachten, obwohl das Wachstum
insgesamt deutlich schwicher ausgeprigt war. Bei C600 liel sich eine sprunghafte
Entwicklung der Adhdrenz auf PVC beobachten, da bis 8h nach Versuchsbeginn kaum
Adhidrenz nachgewiesen werden konnte, nach 24h allerdings das Wachstum auf PVC
mit 20 Bakterien pro Gesichtsfeld am stdrksten ausgeprdgt war. Bei EAEC 17-2 und
EPEC 2348/69 zeigte sich wieder ein dhnliches Wachstumsverhalten mit
durchschnittlich 8 adhérierenden Bakterien pro Gesichtsfeld. In beiden Fillen findet der
Hauptanteil der Adhédrenz ab der 8. Stunde der Inkubation statt. Beit EAEC 17-2 lielen
sich nach 8h Inkubation bereits 6 Bakterien pro Gesichtsfeld nachweisen. Hingegen
fand man bei EPEC 2348/69 cher gelegentlich adhdrierende Bakterien auf PVC nach
8h, so dass hier ein deutlich gréerer Zuwachs stattfand (Abb. 21).

Im direkten Vergleich von C600 zu EAEC ergab sich nur in der 1:1 Verdiinnung bei

Wachstumsvergleich nach 4h zu 24h statistisch signifikant ein hoheres Wachstum von
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EAEC. (x* = 4,11; Clos[1,05;168,94]; p< 0,016. Die 1:100 Verdiinnung: > = 1,65;
Clos[0,77; 2,9]; p<0,199 und die 1:10* Verdiinnung wiesen keine Signifikanz auf.

Der direkte Vergleich von C600 zu EPEC ergab ebenfalls nur in der ersten
Verdiinnungsstufe ein signifikant hoheres Wachstum von C600. 1:1 Verdiinnung: y> =
3,14; Clys[0,3;0,95] ; p=0,02. Bei der 1:100 Verdiinnung: y* =2,95; Clos[0,21; 1,18];
p<0,086 und bei der 1:10* Verdiinnung konnte auf Grund von zu geringem Wachstum

ebenfalls keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. (x> = 0,28;

Cls5[0,01;20,82]; p= 0,577)

Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10* 1:10° 1:10°
Stamm
EPEC 10 5 0-1 k.W. k.W.
2348/69
EAEC 17-2 10 - 20 k.W. k.W. k.W. k.W.
C 600 0-2 k.W. k.W. k.W. k.W.

Tab 4: Nach 4h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Nahrmediumsverhéltnis Auszidhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem PVC Objekttriger. k. W. = kein Wachstum

Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10° 1:10° 1:10°
Stamm
EPEC 25 10 2-3 k.W. kW,
2348/69
EAEC 17-2 200 20 - 40 5-10 k.W. k.W.
C 600 50 - 100 20 — 40 k.W. k.W. k.W.

Tab 5: Nach 8h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Ndahrmediumsverhéltnis Auszidhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem PVC Objekttriger k.W. = kein Wachstum
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Verdiinnungen 1:1 1:100 1:10* 1:10° 1:10°
Stamm
EPEC 100 50 10 2-3 k.W.
2348/69
EAEC 17-2 200 - 300 50 10 k.W. k.W.
C 600 200 50 - 100 20 0-5 kW,

Tab 6: Nach 24h Inkubation in unterschiedlich verdiinnten KBE / Ndhrmediumsverhiltnis Auszdhlung
der Bakterien / Gesichtsfeld auf einem PVC-Objekttriger. k. W. = kein Wachstum
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Stamme
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Abb. 19: Durchschnittliche Adhirenz auf PVC der drei untersuchten Stamme
C600, EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier 1:1

Verdiinnung ( 1 KBE pro 60ml Ndhrmedium)
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Abb. 20: Durchschnittliche Adhdrenz auf PVC der drei untersuchten Stimme
C600, EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier 1:100
Verdinnung (1 KBE pro 60 ml Ndhrmedium auf 1:100 verdiinnt)

C 600 EPEC 2348/69 Bagg 17-2

Staimme
Abb. 21: Durchschnittliche Adhirenz auf PVC der drei untersuchten Stimme

C600, EPEC, Eagg pro Gesichtsfeld des Mikroskop nach 4h, 8h, 24h. Hier 1:10*
Verdiinnung (1 KBE pro 60ml Nahrmedium auf 1: 10* verdiinnt)

O4h
B 8h
0O24h

O4h
@ 8h
0O24h




3.3 Untersuchung der Mikrokoloniebildung auf Kupfer

In einer dritten Versuchsreihe wurde das Adhirenzverhalten der drei untersuchten
Bakterienstimme auf Kupfer untersucht. Auf keiner der untersuchten Kupfer-Platten bei
keinem der drei Bakterienstimme konnte eine Adhérenz zu diesem Material festgestellt
werden. Um Fehlerquellen auszuschlieBen wurden auch hier wieder Ausstrich-Platten
der verdiinnten Suspensionen angelegt, um zu beweisen, dass sich in den Medien
iiberhaupt Bakterien befinden. Wie erwartet, war das Wachstum auf dem
Blutagarplatten nach 24h bei allen Bakterien in allen Verdiinnungsstufen rasenartig und
im Aussehen der Platten mit den vorhergehenden Versuchen vergleichbar. Trotz
mehrmaliger Wiederholung der Versuchsreihen mit Kupfer konnte nach 24h keinerlei

Mikrokoloniebildung oder auch nur FEinzeladhdrenz zu Kupfer dieser getesteten

Bakterien nachgewiesen werden (Abb. 22).

Abb. 22: Fluoreszens-mikroskopische Aufnahme der Kupfer-Platte nach 24 h Inkubation in EAEC 17-2

beimpfter Suspension
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3.4 Wachstumsverhalten der E. coli Spezies auf verschiedenen Materialien

Bei der untersuchten C600 Spezies lieB sich eine deutliche Priferenz fir die
Mikrokoloniebildung auf Glas erkennen. Hier war das Wachstum schon nach 8h
erheblich stirker als das Wachstum auf PVC nach 24h ist. Des Weiteren konnte man
beobachten, dass der Zeitpunkt der ersten Adhédrenz auf Glas bei 4h lag, auf PVC
konnten die ersten Adhédrenzen erst nach 8h erkannt werden. C 600 schien aber nicht
befdhigt zu sein auf Kupfer zu adhérieren, da hier auch nach 24h keinerlei Adhédrenzen
sichtbar waren (Abb.23).

Der enteroaggregative E. coli zeigte ein sehr ausgepragtes Wachstum auf Glas, das auch
schon nach 4h deutlich zu sehen war. Die Adhédrenzen auf Glas waren schon nach 8h
etwa doppelt so stark wie bei der Untersuchung auf PVC, nach 24h war die
Mikrokoloniebildung sogar sechs mal stirker, da die Adhdrenz auf Glas zwischen der
achten Stunde und der 24. Stunde weiter fortschritt, auf PVC allerdings in diesem
Zeitraum die Anzahl der Bakterien pro ausgezdhltem Gesichtsfeld nahezu konstant
blieb. Auch der EAEC 17-2 bildete keine Adhédrenzen auf Kupfer (Abb.24).

Der EPEC 2348/69 zeigte die deutlichste der erkennbaren Adhdrenzen auf Glas,
allerdings ist diese Anhaftung mit bis zu 200 Bakterien pro Gesichtsfeld eher gering
ausgepragt. Auf PVC lieen sich ebenfalls nach 4h erste Anhaftungen erkennen, im
Verlauf dieses Versuches war die Adhidrenz auf PVC mit 100 Bakterien pro
Gesichtsfeld nach 24h deutlich gering ausgeprdgt. Der Versuch mit Kupfer-Platten

zeigte bei EPEC 2348/69 wiederum keine erkennbaren Bakterienadhérenzen.
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Abb. 23: Wachstumsverhalten von C600 auf Glas, PVC und Kupfer pro
Gesichtsfeld des Mikroskops nach 4h, 8h, 24h.
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Abb. 24: Wachstumsverhalten von Eagg 17-2 auf Glas, PVC und Kupfer pro
Gesichtsfeld des Mikroskops nach 4h, 8h, 24h.
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Abb. 26: Wachstumsverhalten von EPEC 2348/69 auf Glas, PVC und Kupfer pro
Gesichtsfeld des Mikroskops nach 4h, 8h, 24h Inkubation.
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4. Diskussion

Die Bedeutung der Fahigkeit zur Mikrokoloniebildung von darmpathogenen
Escherichia coli ist ein bisher wenig untersuchtes Phinomen, wéhrend es schon
ausfiihrliche Untersuchungen zur Biofilmbildung von S. epidermidis gibt. So spielt
sowohl die Adhdrenz an intestinale Zellen als auch an abiotischen Materialien, wie
ZVK und Katheter, eine bedeutende Rolle bei der Pathogenitéit der Bakterien. Unsere
quantitativen Versuche zur Mikrokoloniebildung zeigten, dass alle von uns getesteten
Bakterienstimme (C600, EAEC 17-2, EPEC 2348/69) an Glas und PVC adhérieren
konnen. Es zeigte sich, dass EAEC 17-2 eine deutlich ausgepriagtere Fahigkeit zur
Mikrokoloniebildung besitzt als andere hier getestete Stimme (C600 und EPEC
2348/69). Wiahrend der 24-stiindigen Inkubation entwickelte sich eine nach wenigen
Stunden nach zu weisenden difusen Adhédrenz bis hin zu dem so genannten
,Honigwaben-Muster, das die ganze Fliche iiberdeckte. Dieses Phanomen des
,Honigwaben-Musters® wurde auch schon in fritheren Untersuchungen als typisches
Wachstumsverhalten fiir enteroaggregative E.coli beschrieben (14). Fiir diese Art der
Mikrokoloniebildung gibt es besonders im Bezug auf die Adhdrenz an intestinale
Mucosazellen der Bakterien verschiedene Erkldrungsansétze. Eine Kontrollfunktion
wird hier dem Genlocus aggR zugeschrieben (15). Dieser Genlocus ist unter anderem
verantwortlich fiir die Expression von zwei Fimbrientypen AAF/I und AAF/II (16).
Diese Fimbrien sind neben einer Vielzahl von Genen wie Fis und Yafk (14), die
ebenfalls verbunden sind mit der Aktivitit des aggR Gens, notwendig fiir die Adhirenz
von EAEC an die Mucosazellen des Darms. (17) Bei EAEC 17-2 konnten diese Gene
nicht festgestellt werden, obwohl dieser Stamm zur Biofilmbildung in der Lage ist. Es
konnte gezeigt werden, das Typ I Pili mit einer FimH Mutation eine entscheidende
Rolle bei der initialen Adhdrenz sowohl auf biotischen als auch besonders auf
abiotischen Oberfldchen spielt (18). So konnte in einem Versuch mit abiotischen
Substanzen, beobachtet werden, dass nur E. coli an der Oberfliche adhirierten, die eine
FimH Mutation enthielten. Ohne die Pili konnte keine Adhdrenz nachgewiesen werden
(18). In weiteren Schritten der Biofilmbildung erscheint auch die Einwirkung von
Flagellen von Bedeutung zu sein. (5) Besonders bei der Adhérenzuntersuchung mit
PVC zeigte sich eine sehr gute Adhdrenz der E. coli Spezies unter Einflussnahme der

Flagellen der E. coli. Allerdings ist auch hier die Anwesenheit der Typ I Pili, wie auch

39



der Curli fiir die erste noch reversible Adhdrenz auf abiotischen Oberflichen
unabdingbar. Es ist also anzunehmen, dass dieselben hier aufgefiihrten Faktoren auch
fiir die beobachtete starke Mikrokoloniebildung von enteroaggregativen E. coli auf Glas
und PVC verantwortlich sind.

Auch bei C600 entwickelte sich innerhalb von 4h eine erkennbare Adhdrenz sowohl auf
Glas als auch auf PVC. Das Wachstum auf den abiotischen Oberfldchen war hier jedoch
flichig gleichmaBig verteilt und zeigt nicht das fir EAEC klassische ,,Honigwaben-
Muster. So zeigten auch schon vorhergehende Versuche mit FE.coli K-12 die
Ausbildung dicker Mikrokolonien nach 24h Inkubation (13), so wie dies auch
iibereinstimmend in unseren hier vorliegenden Versuchen beobachtet wurde. Bei C 600
wurden, anders als bei den EAEC Spezies, bestimmte Autoaggregationsgene entdeckt,
die bei der Biofilmbildung deutlich stirker exprimiert wurden als bei planktonischen
Zellen (19). So wurden bei E. coli K-12 das z.B. Antigen 43 (Ag43), FIhDC, OmpR und
ResCDB (3, 20) bei der Biofilmbildung als bedeutsam fiir die initiale Adhésion und die
Kolonisation der abiotischen Oberfldchen identifiziert. Das Antigen 43 wurde bei
Bakterien, die an der Biofilmbildung beteiligt sind, deutlich stérker exprimiert als bei
Zellen, die nicht adhédrierten, sondern planktonisch im Inkubationsmedium vorhanden
sind. Als ein weiteres Gen von Bedeutung wurde der sigma Faktor RpoS identifiziert
(21), dieser reguliert die zelluldre Antwort auf verschiedenste dullere Einfliisse, wie
osmotische Dysregulation, Sauerstoffmangel etc. Auch dieser Genlocus wird bedingt
durch die verdnderten Umgebungsbedingungen in einer Mikrokolonie verstéirkt
exprimiert (20). Fiir die Dicke und Ausbreitung der Mikrokolonien und Biofilme
scheint das Protein OmpA von entscheidender Bedeutung zu sein. Abschlieende
Untersuchungen stehen hierzu allerdings nach aus. (21) Ebenfalls wurden bei K-12
Stimmen wie auch schon bei den enteroaggregativen E. coli, Typ 1 Fimbrien und
Flagella fiir die Adhdrenzbildung verantwortlich gemacht. Die Fimbrien sind sowohl
wichtig bei der ersten Adhdrenz der Bakterien an abiotische Oberfldchen wie Glas oder
PVC, als auch fiir die dreidimensionale Gestaltung der Mikrokolonien. Neben den schon
in ihrer Bedeutung bewiesenen Genloci geht man davon aus, dass E.coli noch weitere
Mechanismen besitzt, um besonders auf abiotischen Materialien zu adhérieren, die
durch physikalisch und chemische Faktoren beeinflusst werden (22, 20). Dewanti stellte

in verschiedenen Versuchen zur Biofilmbildung von E. coli fest, dass bei Inkubation in
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Mimimal Salt Medium die adhirierenden Zellen kleiner sind und die Masse an
Polysaccharidmatrix groBer ist. Dieses konnte auch in unserer Versuchsreihe
reproduziert werden. Hier zeigte sich auch, dass die Féhigkeit zur Mikrokoloniebildung
deutlich abgeschwichter ist bei niedrigen Temperaturen oder unter anaeroben
Konditionen (24).

Zusammenfassend 1463t sich feststellen, dass auch bei C600 verschiedene Mechanismen
fiir die Mikrokoloniebildung auf Glas und PVC verantwortlich sind. Schembri macht
fiir die Mikrokoloniebildung auf inerten Materialien zum Beispiel Typl Fimbrien, Pili
und Antigen 43 verantwortlich (19). Ebenfalls ist auch die RpoS Expression von
Bedeutung (21). Viele sind dhnlich der Gene, die bei der Biofilmbildung von EAEC
eine Rolle spielen, einige scheinen aber auch C600-typisch zu sein. Zum Beispiel
wurden auch bei Adhdrenzen von EAEC Fimbrien und Typ I Pili fiir die Adhdrenz
verantwortlich gemacht (16), wie auch bei C600 (20). Das rpoS —Gen ist allerdings
bisher nur im Zusammenhang mit E. coli K12 gefunden worden. Dadurch kann
moglicherweise auch das andersartige und weniger stark ausgepriagte Wachstum von C
600 gegeniiber den enteroaggregativen Stimmen auf Glas und PVC begriindet werden.
Von allen drei getesteten Stimmen zeigt EPEC 2348/69 die geringste Adhdrenz an Glas
und PVC. Wihrend der Versuche konnte man zu dem Schluss kommen, dass
grundsétzlich mehr planktonische Zellen notwenig sind, um erste Adhdrenzen an
abiotischen Oberflichen zu ermdglichen, denn bei der Auswertung unserer Daten wurde
deutlich, dass EPEC 2348/69 nach Inkubation in den verschiedenen Verdiinnungsstufen
nur in der Ausgangsverdiinnung und in der 1:100 Verdiinnung gute Adhédrenz zeigte.
Des Weiteren scheint bei enteropathogenen E.coli eine lingere Zeitspanne bis zu ersten
reversiblen Anhaftungen nétig zu sein. In der Vergangenheit wurden mehrere Studien
dariiber angestrengt, welche Faktoren fiir die Pathogenitét der enterpathogenen E. coli
verantwortlich sind. Eine zentrale Rolle dabei scheinen Pathogenititsinseln des Genoms
zu spielen, hier insbesondere die LEE (25). Auf der LEE sind alle notwendigen Gene
lokalisiert, die fiir eine Adhédrenz an intestinalen Zellen bendtigt werden. Besonders
hervorzuheben ist hier der fiir das Intimin kodierende eae-Genlocus. Verantwortlich fiir
die primédre Adhérenz an biotischen Oberflichen sind vor allem Fimbrien vom Typ IV,
die auch als ,,bundle-forming pili“ (BFP) bekannt sind (25). Die Bedeutung der

Adhidrenz-Fimbrien fiir pathogene und enteroaggregative E.coli konnte in jiingster Zeit
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auch von Reisner at all. nachgewiesen werden (26). Im zweiten Schritt erfolgt die
irreversible Adhdrenz an die Zellen durch die A/E Liasion, diese bewirkt eine
Umstrukturierung des Cytoskeletts der Wirtszelle (27). Dadurch kann das Bakterium
eine feste Bindung mit der Wirtszelle eingehen, ohne allerdings in den Intrazelluldrraum
vorzudringen. Man geht davon aus, dass in diesem Zusammenhang auch das Typ III
Sekretionssystem eine Rolle spielt, dieses verdndert durch unterschiedliche Gene (espA,
espB, espD) ebenfalls den Aufbau der dulleren Zellhiille (27). Erst vor kurzem wurden
auch bei EPEC die Flagellen als weiter wichtiger Baustein der Mikrokoloniebildung
sowohl auf biotischen als auch moglicherweise auf abiotischen Oberflichen, erkannt
(28). Es konnte gezeigt werden, dass die Flagella von Typ III direkt beteiligt sind an der
Adhidrenzbildung, dabei aber auch das Typ III Sekretionssystem sowie die LEE
unterstiitzen. Der in diesem Versuch ebenfalls getestete EPEC 2348/69 adhérierte unter
Vorhandensein der Flagella in kleinen Mikrokolonien an Gewebezellen. Fraglich bleibt
allerdings weiterhin, ob fiir die Adhdrenz von EPEC 2348/69 an abiotischen
Oberflichen dieselben Faktoren verantwortlich sind. Die in unseren Versuchen
vorgefundenen Mikrokolonien zeigen deutlich und reproduzierbar einen &hnlichen
Aufbau bei Anziichtung auf Glas und PVC.

Bei Shiga Toxin produzierenden EHEC allerdings konnten auch, wie schon bei
enteroaggregativen E. coli, Typ I Pili und Fimbrien als wichtige Faktoren fiir die
Mikrokoloniebildung identifiziert werden (29).So konnte festgestellt werden, dass auch
bei EHEC die Fimbrien zur Adhésion an abiotische Oberflichen wie Glas oder PVC
notwendig sind. Daraus lieBe sich die Schlussfolgerung ziehen, dass EPEC
moglicherweise noch einen dhnlichen Mechanismus zur Mikrokoloniebildung besitzen,
wie EHEC, da diese beiden E. coli-Spezies sich grundsitzlich nur durch die fehlende
Shiga Toxin Bildung unterscheiden.

Neben Glas und PVC wurden in den hier vorliegenden Versuchen auch Untersuchungen
mit Kupferplatten gemacht. Allerdings zeigte sich auf keiner Kupferplatte ein
Anzeichen fiir die Moglichkeit der Biofilmentstehung, wahrend die Adhdrenz auf Glas
und PVC in etwa gleich stark ausgeprigt war, obwohl die Studie von Qureshi et al. (30)
zeigt, dass die Adhdrenz zu PVC besser ist. Dies soll dadurch bedingt sein, dass Glas in
der Regel eine zu glatte Oberflidche fiir die Anhaftung von Bakterien besitzt, wihrend

PVC eine grobere Oberfldche hat. Dieses kann aber anhand unserer Ergebnisse und
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auch anhand anderer Studien, die eine gute Biofilmbildung auf Glas nachweisen
konnten (7, 14, 31), nicht bestdtigt werden. Kupfer scheint durch eine bakterizide
Wirkung auf die getesteten E. coli Stimme keine Mikrokoloniebildung zu ermdglichen.
Diese Eigenschaft wurde schon frither genutzt, indem man Wasser bevorzugt in Kupfer
oder Silberkesseln aufbewarte. Wichtig fiir die bakterizide Wirkung des Kupfers ist
unter anderem der Kupferionengehalt in der Losung (32). So kann eine
Kupferkonzentration von 10 — 100 pg / 1 mikrobiologische Metabolismen verhindern.
Liegen die Bakterien jedoch schon als Biofilme vor, so zeigen sie eine hohere
Widerstandsfahigkeit gegeniiber dem Kupfer als planktonische Zellen. Die Biofilme
sind dabei zwar von einer Schicht toter Bakterien iiberzogen, das Innere der Kolonien
wird dadurch aber am Leben erhalten (33). In unseren Versuchen werden die E.coli
Spezies dem Kupfer von Beginn der Inkubation an ausgesetzt. Zu diesem Zeitpunkt sind
alle Bakterien noch in der planktonischen Phase und sind somit dem Kupfer ohne den
Schutzmantel der Polysaccharidmatrix ausgesetzt. Andererseits findet man aber auch
Untersuchungen, die Biofilme trotz Vorhandensein von Kupfer, nachgewiesen haben
(34). Beispielsweise hat man Mikrokoloniewachstum schon immer in Kupferleitungen
feststellen konnen. Dies kann dadurch erklart werden, dass die Bakterien hier iiber einen
langen Zeitraum dem Medium Kupfer ausgesetzt sind und eine Nische entwickelt
haben. Wihrend einer Inkubationszeit von 120h konnte eine Verringerung der
Bakterienanzahl durch Vorhandensein von Kupfer erzielt werden. Bei ldngerer
Inkubationszeit kehrte sich dieser Reduktionsprozess allerdings um, und auch hier
wurden steigende Bakterienzahlen nachgewiesen (32). Bei einer Kontaktzeit von 24h
konnte eine minimale mikrobizide Konzentration von 3pug / ml Kupfersulfat festgestellt
werden. In dieser Konzentration wurde Kupfersulfat lange als Konservierungsmittel
(Anstrichkonservierung) verwendet. Es lédsst sich also letztendlich nicht eindeutig
klaren, warum alle getesteten E. coli Stimme keinerlei Adhdrenz auf Kupfer zeigten.
Weitere Studien miissen die Bedeutung verschiedener Gene bei der Mikrokolonie- und
Biofilmbildung auf abiotischem Material, sowie das fehlende Wachstum auf Kupfer
klaren. Des Weiteren miissen Untersuchungen folgen, die das genaue Verhalten von E.
coli an ZVK und Kathetern in entsprechenden Néhrlosungen wie z.B. Soja untersuchen,
da hierin der direkte Nutzen fiir die Patientenversorgung zu sehen ist, um eventuelle

Infektions- und Sepsisquellen auszuschlieBen.
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