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Abstract. — ZIELSETZUNG: Die meisten In-
fektionen der oberen Atemwege werden
durch biofilmbildende Mikroorganismen
verursacht, die zur Gattung Pseudomonas,
Streptococcus, Staphylococcus und Entero-
bacter gehoren. Viele dieser Mikroorganis-
men besitzen auch eine Antibiotikaresistenz,
die teilweise mit der Biofilmbildung zusam-
menhangt. Zur Behandlung dieser Infekti-
onen kann die Inhalation von radioaktivem
Thermalwasser (RTW) eingesetzt werden.
Ziel der vorliegenden Studie war es, die In-
vitro-Antibiofilm-Wirkung von RTW aus den
Quellen von Meran (ltalien) zu untersuchen.

MATERIALIEN UND METHODEN: Es wur-
de eine Reihe von Experimenten durchge-
fuhrt, um die Wirkung von RTW auf plank-
tonische Kulturen (1 h Exposition) und auf
Biofilme (10 min und 1 h Exposition) zu un-
tersuchen, die von Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa und Escherichia coli gebildet
wurden. Die lebensfiahige Biomasse wurde
mit einem kolorimetrischen Assay bestimmt.
Zur morphologischen Untersuchung der
antibakteriellen Wirkung von RTW wurde
ein Modell verwendet, das auf der Infektion
eines rekonstituierten humanen respirato-
rischen Epithels (RHRE) durch die gleichen
Stamme basiert.

ERGEBNISSE: RTW verringerte die Le-
bensfiahigkeit von planktonischen Kulturen
von S. aureus und S. pneumoniae um etwa
20%. RTW verringerte auch die Lebensfahig-
keit des Biofilms bei allen Stammen auBer E.
coli zu beiden Zeitpunkten. Im RHRE-Modell
kam es in allen Proben zu einer bakteriellen
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Adhédrenz und Kolonisation, die eine be-
sondere Affinitiat zu den Zilien des Epithels
zeigten. Bakterielle Infektionen verursachten
signifikante Veranderungen in der Epithel-
struktur, die eine VergroBerung der Interzel-
lularrdaume und eine Schadigung der Zell-
struktur aufwiesen. Mit S. aureus infizierte
Proben zeigten nach der RTW-Behandlung
eine etwas geringere Kolonisation.

SCHLUSSFOLGERUNGEN: Die Ergebnis-
se dieser In-vitro-Studie zeigten eine signifi-
kante Wirkung von RTW gegen grampositive
planktonische Bakterienzellen sowie eine si-
gnifikante Antibiofilm-Aktivitat.

Schliisselwérter:

Thermalwasser, Atemwegsinfektionen, Biofilme,
rekonstituiertes Epithel, Staphylococcus aure-
us, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli.

Einleitung

Atemwegsinfektionen sind ein signifikantes
Problem im 6ffentlichen Gesundheitswesen, ins-
besondere bei dlteren Menschen, und sind eine
der Hauptursachen fiir Morbiditédt. Die meisten
dieser Infektionen betreffen die oberen Atemwe-
ge, und die am hédufigsten beteiligten Spezies ge-
héren zur Gattung Pseudomonas, Streptococcus,
Staphylococcus und Enterobacter'”. Viele dieser
Mikroorganismen sind resistent gegen die in der
allgemeinen Praxis verwendeten Antibiotika,
wie Ampicillin, Amoxicillin oder Kanamycin®’.
Dieses Problem stellt eine Einschrankung der
Behandlungsméglichkeiten solcher Infektionen
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dar®’ und treibt die Forschung nach alternativen
Therapien voran.

Die meisten dieser Mikroorganismen bilden
auch Biofilme; Biofilme konnen das Atemweg-
sepithel stabil besiedeln und zu chronischen
und wiederkehrenden Infektionen fithren*!*2.
Durch die organische Struktur des Biofilms kon-
nen viele Strategien, einschliefllich der inter-
zelluldren Kommunikation (Quorum Sensing),
angewendet werden, die zu einer erhéhten an-
timikrobiellen Resistenz beitragen'. Zelluldre
Strukturen wie Geifdeln, Pili und extrazelluldre
Matrix sind grundlegend fiir die Adhdrenz und
die Erstbesiedlung, wodurch Spezies wie Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa und Sta-
phylococcus aureus besonders geeignet fiir die
Entwicklung solcher chronischen Infektionen
sind”. Dariiber hinaus werden planktonische
mikrobielle Zellen als Folge einer Ausbreitungs-
aktivitdt aus Biofilmen freigesetzt, was eine wei-
tere Besiedlung erméglicht. Folglich konnen
Biofilme als Infektionsherde fungieren, die neue
metastatische Infektionsnester bilden kénnen'
und somit eine entscheidende Rolle in der Pa-
thogenese wiederkehrender Atemwegsinfektio-
nen spielen.

22Rn ist ein Zerfallsprodukt von 238U mit
einer relativ kurzen Halbwertszeit (ca. 91 h);
*»Rn gelangt durch verschiedene Quellen, u. a.
Thermalwasser, an die Erdoberfliche und tragt
erheblich zur Strahlenexposition des Menschen
bei”'®. Die Radioaktivitit dieses Elements be-
ruht auf der Erzeugung von a-Teilchen, die eine
sehr hohe kinetische Energie und ein geringes
Eindringvermogen aufweisen, sodass es bei
Kontakt mit Geweben und Biofilmen wirksam
werden kann®.

Die Thermalquellen in Meran (Italien) haben
eine radioaktive Wirkung, die Berichten zufol-
ge einen Wert von 481 Bgq/l aufweist20,21. Zur
Behandlung von chronischen Erkrankungen der
oberen Atemwege wird sowohl bei Erwachse-
nen als auch bei Kindern haufig die Inhalation
von radioaktivem Thermalwasser (RTW) ein-
gesetzt*>>?*. Die therapeutischen Mechanis-
men dieser Behandlungsform sind jedoch nicht
vollstindig gekldrt. *’Rn ist dafiir bekannt, dass

es die antioxidative Aktivitit erhoht und die
Immunantwort im menschlichen Koérper un-
terdriickt®?. Seine Aktivitit konnte auf seine
Interaktion mit den lipidischen Komponenten
der eukaryotischen Zellmembran zuriickzufiih-
ren sein. Es wurde vermutet, dass *Rn auch mit
den Lipiden der bakteriellen Zellwénde inter-
agieren konnte, was moglicherweise ihr Wachs-
tum beeinflusst®. Derzeit gibt es keine Leitlinien
tiir den Einsatz von RTW zur Behandlung von
Biofilm-assoziierten chronischen Atemwegsin-
fektionen?’.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die anti-
biofilmische Wirkung des Meraner RTW in vi-
tro zu untersuchen. Die Nullhypothese lautete,
dass RTW im Vergleich zu Leitungswasser (MW,
mains water) keine signifikanten Unterschiede
in der Antibiofilmwirkung zeigt.

Materialien und Methoden

Entnahme von Wasserproben

Das getestete RTW wurde in Pyrex-Glasfla-
schen durch Spiilen ohne Verwirbelung gesam-
melt, um die Bildung von Luftblasen zu vermei-
den. Das Thermalwasser wurde innerhalb von
vier Stunden nach der Probenahme getestet und
zwar als 97% der Restaktivitit vorhanden war,
um den Radonverlust durch Zerfall zu mini-
mieren. Die gemessene Aktivitit von **Rn an
der Entnahmequelle entsprach 2050 Bq/l, und
die Restaktivitdt des getesteten Thermalwassers
entsprach 1988,5 Bq/l. Die antibiofilmische Wir-
kung des RTW wurde mit der des unmittelbar
vor den Experimenten entnommenen Leitungs-
wassers (Abkiirzung aus dem Englischen: MW)
verglichen. Die Zusammensetzung sowohl von
RTW als auch von MW ist in Tabelle I darge-
stellt. Alle Wasserproben wurden filtersterilisiert
(Millipore-Filter, 0,2 pm). Um einen Einfluss der
Filtrationsverfahren auf die Restradioaktivitdt
des RTW auszuschlief3en, wurde ein Vorversuch
durchgefiihrt.

Mikrobiologische Verfahren

Kulturmedien und Reagenzien wurden von
Becton-Dickinson (BD  Diagnostics-Difco,
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Franklin Lakes, NJ, USA) bezogen. Mit Gewe-
bekultur behandelte Multiwell-Polystyrolplatten
(Nunc 96-Well, 48-Well und 24-Well) wurden
von Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, MO, USA) bezogen. Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922 und ein
Stamm von Streptococcus pneumoniae, die von
einem Patienten isoliert wurden, der an einer In-
fektion der oberen und unteren Atemwege litt,
wurden auf Columbia Agar geziichtet, der mit
5 % Schafblut versetzt war. Die Platten wurden
bei 37 °C in einer 5%igen CO2 -Atmosphire fiir
48 h inkubiert. Eine Suspension jedes Mikroor-
ganismus wurde in Brain Heart Infusion (BHI)
nach einer Inkubation iiber Nacht bei 37 °C in
einer 5%igen CO2 -Atmosphire gewonnen. Die
Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation
(2200/min, 19 °C, 5 min) gewonnen, zweimal
in phosphatgepufferter Kochsalzlgsung (PBS)

Tabelle 1. Chemische Analyse des Kontrollwassers
(Leitungswasser).

Zusammensetzung
pH 7,6
Filtrattrockenriickstand 384 mg/L
Hirte 31°F
Elektrische Leitfahigkeit 591 uS/em, 20°C
Ca 83 mp/L
Mg 18,9 mg/L
NH, < 0,10 mg/L
Cl 34 mg/L
S0. 54 mp/L
K 2mg/L
Na 18 mg/L
AS <2 pugL
CO: 234 mg/L
F <0,5mg/L
NO: 31 mg/L
NO: <0,20 mg/L
Mn <1ugL

gewaschen und in demselben Puffer resuspen-
diert. Alle Suspensionen wurden mit Ultraschall
behandelt, um die bakteriellen Aggregate zu dis-
pergieren (Sonifier Modell B-15, Branson, Dan-
bury, CT, USA, 7 W fiir 30 s), und mit einem
Spektrophotometer bei 550 nm (Genesys 10-S,
ThermoSpectronic, Rochester, NY, USA) auf 0,3
optische Dichteeinheiten (OD) eingestellt. Die-
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ser Wert entspricht einer ungefihren mikrobi-
ellen Konzentration von 6,00 x 108 Zellen/mL.

Untersuchung der RTW-Wirkung auf
Bakterienzellen in der planktonischen
Phase

Fiir diesen Test wurden insgesamt 500 pl je-
der Bakteriensuspension und 500 ul Wasser in
die Wells von 48-Well-Platten gegeben. Fiir je-
den Mikroorganismus wurden insgesamt 32
Wells verwendet; 16 Wells wurden mit RTW-
Wasser inkubiert, wahrend die andere Hilfte
(n = 16) mit MW (Leitungswasser) inkubiert
wurde. Die Platten wurden bei 37 °C in einer
5%igen CO2 -Atmosphire eine Stunde lang in-
kubiert. In jede mit Thermalwasser inokulierte
Kavitat (Wells) wurde den Bakterienzellen in-
nerhalb einer Stunde eine Dosis von etwa 1 Bq
verabreicht, wodurch etwa 3600 Zerfille erreicht
wurden. Anschlieflend erfolgte die Auswertung
der lebensfihigen Bakterienzellen mit einem
kolorimetrischen Test auf Basis der Reduktion
eines Tetrazoliumsalzes (MTT-Assay).

Untersuchung der RTW-Wirkung auf
Biofilme

Fiir diesen Test wurden insgesamt 20 pl jeder
Bakteriensuspension und 180 ul steriles BHI in
die Wells von 96-Well-Platten gegeben. Fiir je-
den Mikroorganismus wurden vierundsechzig
Wells verwendet. Die Platten wurden bei 37 °C
in einer 5%igen CO2 -Atmosphire fiir 24 h in-
kubiert, um einen mehrschichtigen Biofilm zu
entwickeln. Anschlieflend wurde das Kulturme-
dium durch sanftes Absaugen entfernt und die
Wells wurden dreimal mit 100 pl steriler PBS
gewaschen. Insgesamt wurden jeweils 200 pl
filtriertes steriles Wasser in die Wells gegeben
(RTW, n = 32, und MW, n = 32). Die Platten
wurden dann fiir weitere 10 min (n = 16) oder
eine Stunde (n = 16), unter den gleichen Bedin-
gungen wie zuvor beschrieben, inkubiert.

In jeder mit RTW inokulierten Well wurde
innerhalb von 10 min bzw. einer Stunde eine
Dosis von ca. 0,4 Bq verabreicht, wodurch ca.
240 bzw. 1440 Zerfille erreicht wurden. Am
Ende der Inkubationszeit wurde die Suspension
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durch vorsichtiges Absaugen aus den Wells ent-
fernt. Anschlieflend wurden die Wells dreimal
vorsichtig mit steriler PBS gewaschen, um nicht-
adhdrente Zellen zu entfernen. Danach wurde
die Auswertung der lebensfihigen Biomasse mit
dem MTT-Test durchgefiihrt.

Dieses Experiment wurde nach zehn Tagen
mit dem gleichen Aufbau wiederholt, wobei die
Biofilme eine Stunde lang den Wasserproben ex-
poniert wurden. Biofilme, die mit RTW behan-
delt wurden, waren somit der Wirkung einer ge-
schitzten Restaktivitdt von **?Rn von etwa 16%
der urspriinglichen Aktivitat (318 Bq/l) ausge-
setzt.

Untersuchung der
Bakterienzellen

Der MTT-Test wurde wie zuvor beschrieben
durchgefithrt*. Kurz zusammengefasst, wurden
zwei Starter-MTT-Stammlésungen durch Auf-
l6sen von 5 mg/mL 3-(4,5)-Dimethylthiazol-
2-yl-2,5-diphenyltetrazoliumbromid in steriler
PBS und 0,3 mg/mL N-Methylphenaziniumme-
thylsulfat (PMS) in steriler PBS hergestellt. Die
Losungen wurden bei 2 °C in lichtundurchlis-
sigen Flaschchen bis zum Tag des Experiments
gelagert. Dann wurde eine frische Messlésung
(FMS) durch Mischen von 1 mL MTT-Stamm-
16sung, 1 mL PMS-Stammlésung und 8 mL
sterilem PBS hergestellt. Eine Lysierlosung (LS)
wurde durch Auflésen von 10% v/v Natriumdo-
decylsulfat und 50% v/v Dimethylformamid in
destilliertem Wasser hergestellt.

Am Ende der Inkubationszeit wurden die
Platten einem MTT-Test zur Untersuchung der
adhdrenten, lebensfihigen und metabolisch ak-
tiven Biomasse wie folgt unterzogen: 200 pl FMS
wurden in jede Well der 48-Well-Platten pipet-
tiert, die fiir die Bestimmung der Wirkung auf
planktonische Kulturen verwendet wurden. In
jede Well der 96-Well-Platten, die fiir die Expe-
rimente zur Biofilmbildung verwendet wurden,
wurden insgesamt 100 ul FMS pipettiert. Alle
Platten wurden fiir eine Stunde bei 37 °C unter
lichtdichten Bedingungen inkubiert.

Wihrend der Inkubation wurde das gelbe
MTT-Salz durch Elektronentransport durch die

lebensfahigen

mikrobielle Plasmamembran und, in geringe-
rem Mafle, durch mikrobielle Redoxsysteme in
unlosliches violettes Formazan umgewandelt.
Die Umwandlung wurde durch den interme-
didren Elektronenakzeptor (PMS) ermdglicht.
Danach wurden insgesamt 500 pl aus jeder Well
der 48-Well-Platten in neue Platten iiberfiihrt
und 500 pl LS hinzugefiigt. In den 96-Well-Plat-
ten wurde das nicht umgesetzte FMS vorsichtig
durch Absaugen aus den Wells entfernt, und die
Formazan-Kristalle wurden dann durch Zu-
gabe von 100 pl LS in jede Well aufgelost. Alle
Platten wurden bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde lichtdicht inkubiert. Insgesamt 90 ul
der Suspension aus jeder Well wurden dann in
neue 96- Well-Platten tiberfiihrt und die optische
Dichte (550 nm) wurde gemessen (Genesys 10-
S).

Untersuchung der RTW-Wirkung auf
Biofilme - Entwickelt am rekonstituierten
Atemwegsepithelmodell

Um die klinischen Bedingungen so genau
wie moglich zu simulieren, wurde ein Modell
des rekonstituierten menschlichen Atemweg-
sepithels (RHRE, MucilAir™-Platten, Epithelix
Sarl, Plan-les-Ouates, Genf, Schweiz) mit den
verschiedenen Staimmen infiziert und fiir die
Bewertung der Wirkung des RTW auf die Bil-
dung von Biofilmen verwendet.

Fir dieses Experiment wurden insgesamt
30 RHRE-Proben (sechs Proben fiir jeden ge-
testeten Mikroorganismus und sechs Kont-
rollproben) verwendet. Die Proben wurden in
24-Well-Platten mit Agarose-Nahrstoff-Trans-
portmedium versandt. Nach der Ankunft im
Labor wurden die Beutel mit den Proben unter
einem Laminarstromungsabzug gedffnet. Die
Proben wurden aus den Transportplatten ent-
nommen, und die Agarose wurde entfernt. Dann
wurden die Proben in 6-Well-Platten mit Néhr-
medium (RPMI-1640-Medium, ergidnzt mit
20,0 % fotalem Rinderserum, 1,0% L-Glutamin
und 1,0% Penicillin/Streptomycin) gegeben. Vor
dem Test wurden die Kulturplatten bei 37 °C in
einer 5%igen CO2-Atmosphdre und gesittigter
Luftfeuchtigkeit tiber Nacht inkubiert.
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Fir diese Studie wurde ein modifizierter
Drip-Flow-Bioreaktor (MDFR) verwendet (Ab-
bildung 1). Das Gerit ist eine Modifikation eines
kommerziell erhiltlichen Drip-Flow-Reaktors
(DFR 110, Biosurface Technologies, Bozeman,
MT, USA). Das modifizierte Design ermoglich-
te die Platzierung angepasster Schalen auf dem
Boden der Stromungszellen und das Einbringen
der per Airlift angehobenen RHRE-Probentra-
ger in das umgebende stromende Néhrmedi-
um®*. Alle Schlduche und Proben enthalten-
den Schalen des MDFR wurden vor Beginn des
Experiments mit einem Sterilisationssystem auf
Wasserstoftperoxidbasis (Sterrad, ASP, Irvine,
Ca, USA) sterilisiert. Durch die Begrenzung der
Maximaltemperatur auf 45 °C wird eine hitze-
bedingte Schidigung des gesamten Systems ver-
mieden. Der MDFR wurde dann in einer sterilen
Haube montiert. Die Proben wurden in fiinf Po-
lytetrafluorethylen (PTFE)-Schalen mit jeweils
sechs Lochern platziert und somit fixiert und
ihre Oberflichen dem Stromungsmedium aus-
gesetzt. Alle Schalen wurden auf dem Boden der
Stromungskammern des MDEFR fixiert und so-
fort mit frischem Ndhrmedium inokuliert. Der
MDEFR wurde in einen Inkubator gebracht, der
bei 37 °C, 5% CO2 und gesittigter Luftfeuchtig-
keit arbeitet. Dann wurde eine computergesteu-
erte Mehrkanal-Peristaltikpumpe (RP-1, Rainin,
Emeryville, CA, USA) aktiviert, um einen kon-
stanten Fluss von Ndhrmedium durch die Stro-

mungszellen zu gewihrleisten (9,6 ml/h).

Nach 24 h wurde die Pumpe deaktiviert
und insgesamt 100 pl jeder Bakteriensuspensi-
on wurden auf die Oberfliche von jeweils sechs
Probekorpern in den ersten vier Stromungszel-
len pipettiert. Die verbleibende Stromungszelle
wurde als Negativkontrolle belassen. Um die
Entwicklung eines mehrschichtigen Biofilms
auf den Oberflichen der RHRE zu ermdéglichen,
wurde der Bioreaktor fiir weitere 24 h aktiviert.
Danach wurde die Durchstromung gestoppt, die
Proben vorsichtig entnommen und drei Proben
fir jede Gruppe wurden dem jeweiligen Test-
wasser (RTW oder MW) ausgesetzt. Nach einer
Stunde wurden die morphologischen Eigen-
schaften der Proben mittels Rasterelektronen-
mikroskopie (REM) untersucht.

Morphologische Analyse mit REM

Die Proben fiir die REM-Analyse wurden
dreimal vorsichtig mit steriler PBS gespiilt, um
nicht adhdrente Zellen zu entfernen, und dann
fir 48 h in eine cacodylatgepufferte 2%ige
Glutaraldehyd-Fixierlosung (pH = 7,4) gelegt.
Anschlieflend wurden die Proben durch eine
abgestufte Ethanolreihe (50, 70, 80, 85, 90, 95
und 100%, v/v) geleitet. SchlieSlich wurden die
Proben einer Kritisch-Punkt-Trocknung unter-
zogen (Critical-Point Dryer, EMS 850, Hatfield,
PA, USA), mit leitfihigem Klebstoft auf Stifte
montiert, sputterbeschichtet (JEOL FFC-1100,

Medium

—

Peristaltic pump

Air-lifted coupons

Abbildung 1. Funktionsschema des Bioreaktors mit RHRE-Proben. Die Peristaltikpumpe sorgt fiir eine
konstante Stromung von Zusatzmedium zu den Stromungszellen fiir die vorgegebene Zeit. Die Proben
konnten durch Entfernen des Deckels des Bioreaktors unter sterilen Bedingungen mit den getesteten Bak-
terienstimmen infiziert werden. Auf die gleiche Weise konnten die Proben dem Test- oder Kontrollwasser
ausgesetzt werden.
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Japan) und mit einem Rasterelektronenmikro-
skop (JEOL JSM-840A, Japan) bei Vergrofle-
rungen von 5000x15000x untersucht. Fiir jede
Probe wurden vier zufillig ausgewihlte Felder
erfasst.

Statistische Analyse

Statistische Analysen wurden mit der Soft-
ware JMP 10.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)
durchgefiihrt. Die Normalverteilung der Daten
zur lebensfahigen Biomasse wurde mit dem Sha-
piro-Wilk-Test iiberpriift, und die Homogenitt
der Varianzen wurde mit dem Levene-Test ve-
rifiziert. Mittelwerte und Standardfehler wurden
aus den Rohdaten berechnet. Eine Zwei-Wege-
Varianzanalyse (ANOVA) wurde durchgefiihrt,
wobei der Mikroorganismus und das Wasser als
feste Faktoren berticksichtigt wurden. Als Post-
hoc-Test wurde der Tukey-Test fiir ehrliche Sig-
nifikanz verwendet. Das Signifikanzniveau wur-
de auf p<0,05 festgelegt.

Ergebnisse

Untersuchung der lebensfdhigen Bio-
masse (MTT-Assay)

Die Ergebnisse in Bezug auf die Wirkung
von RTW auf planktonische Zellen sind in Ab-
bildung 2A dargestellt. Beide Faktoren zeigten
einen hochsignifikanten Einfluss auf die Zellle-
bensfahigkeit, und es wurde keine Wechselwir-
kung zwischen ihnen festgestellt. Eine signifi-
kante Abnahme der Zelllebensfihigkeit nach
Exposition mit RTW wurde fiir S. aureus und S.
pneumoniae nachgewiesen (24%, p=0,002, bzw.
22%, =0,039 im Vergleich zur MW-Kontrolle).
Fiir die anderen beiden getesteten Mikroorga-
nismen wurden keine signifikanten Unterschie-
de gefunden.

Die Wirkung von RTW auf Biofilme nach ei-
ner Exposition von 10 min und einer Stunde ist
in Abbildung 2B bzw. 2C dargestellt. Nach einer
10-miniitigen Exposition zeigte die ANOVA,
dass beide Faktoren die Biofilmbildung signifi-
kant beeinflussten, und es gab eine signifikan-
te Wechselwirkung zwischen ihnen (p=0,022).
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Abbildung 2. Die Ergebnisse des Assays zur lebensfihigen Biomasse sind in der Grafik als Mittelwerte + 1 SE angegeben.
A, Untersuchung der RTW-Wirkung auf Bakterienzellen in der planktonischen Phase; B, Untersuchung der RTW-Wirkung
auf Biofilme nach einer 10-miniitigen Exposition oder nach einer einstiindigen Exposition (C); D, Untersuchung der Rest-
wirkung eines zehn Tage gelagerten RTW auf Biofilme nach einer einstiindigen Exposition. Die Ergebnisse der statistischen
Analyse werden als [ns] = nicht-signifikante Unterschiede zwischen dem getesteten und dem Kontrollwasser (p>0,05) aus-
gewiesen, oder [*, +xx%] = ein signifikanter Unterschied ist markiert, und der Prozentsatz der Abnahme oder Zunahme der
bakteriellen Lebensfdhigkeit der RTW-behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle wird dargestellt.
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Eine signifikante Abnahme der Zelllebensfi-
higkeit nach Exposition mit RTW wurde fiir S.
aureus und S. pneumoniae nachgewiesen (13%,
p<0,001, bzw. 9%, p=0,019 im Vergleich zur
MW-Kontrolle).

Nach einstiindiger Exposition zeigte die
ANOVA, dass beide Faktoren die Biofilmbil-
dung signifikant beeinflussten; zudem gab es
eine signifikante Wechselwirkung zwischen
ihnen (p<0,001). Eine signifikante Abnahme
der Zelllebensfahigkeit nach Exposition mit
RTW wurde fiir S. aureus, S. pneumoniae und
P. aeruginosa nachgewiesen (8%, p<0,001, 9%,
p=0,037, bzw. 18%, p<0,001 im Vergleich zur
MW-Kontrolle).

Die Wirkung von 10 Tage gelagertem RTW
auf Biofilme (einstiindige Exposition) ist in Ab-
bildung 2D dargestellt. Es wurde ein signifikan-
ter Einfluss des Mikroorganismus-Faktors fest-
gestellt (p<0,001), wihrend der Wasser-Faktor

nicht signifikant war (p=0,072); es gab kei-
ne Wechselwirkung zwischen den Faktoren
(p=0,442). Eine signifikante Zunahme der Zell-
lebensfihigkeit nach Exposition mit RTW wurde
fiir S. pneumoniae nachgewiesen (10%, p=0,026,
verglichen mit der Kontrolle).

Morphologische Analyse (REM)

Die morphologischen Eigenschaften der mit
den getesteten Mikroorganismen infizierten und
mit RTW und MW exponierten RHRE sind in
Abbildung 3 dargestellt. Alle Beobachtungen
zeigten eine bakterielle Adhdrenz und Kolonisa-
tion, die eine besondere Affinitit zu den Zilien
des Epithels aufwiesen. Die bakterielle Infektion
verursachte signifikante Veranderungen in der
Epithelstruktur, die sich in einer Vergroflerung
der interzelluliren Riume und einer Schadigung
der Zellstruktur selbst zeigte. Mit S. aureus infi-
zierte Proben zeigten nach der Behandlung mit
RTW im Vergleich zur MW-Kontrolle eine et-
was geringere Kolonisation, was mit den Daten
zur lebensfihigen Biomasse iibereinstimmt. Es
wurden keine Einfliisse von RTW auf die Be-
siedlung mit anderen Mikroorganismen gefun-
den. Es wurden auch keine Einfliisse von RTW
auf die nicht-infizierten RHRE-Proben gefun-
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den, die alle eine vollstindige Erhaltung der ana-
tomischen Merkmale aufwiesen.

Diskussion

Das Atemwegsepithel ist eine komplexe
Schnittstelle zur dufleren Umgebung, die im-
mer wieder durch Krankheitserreger, aber auch
durch Allergene und Schadstoffe herausgefor-
dert wird20. Die Infektion der Atemwege ist
eng mit biofilmbildenden pathogenen Mikro-
organismen verbunden. Dieses Merkmal bein-
haltet die Beschrankung der Bakterien auf ei-
nen bestimmten Ort und die Moglichkeit, der
Abtotung durch eine Antibiotikatherapie zu
widerstehen, obwohl die Bakterienzellen in der
planktonischen Phase empfindlich auf die Anti-
biotika reagieren10. Daher wird dieses Phino-
men oft mit der Chronifizierung von Biofilm-as-
soziierten Infektionen in Verbindung gebracht.
Zur Behandlung von chronischen Infektionen
der Atemwege

kann die Inhalation von Thermalwasser ein-
gesetzt werden. Aufgrund der Unsicherheit iiber
die Indikationen und Wirkmechanismen gibt es
jedoch keine aktuellen Richtlinien?.

Zusammensetzung,  Eigenschaften  und
mogliche Indikationen der Thermalwésser, ein-
schliefllich radioaktiver Wasser, sind im All-
gemeinen gut bekannt. Dennoch gibt es keine
Daten iiber die Wirkung von RTW auf Biofilme
und Biofilm-assoziierte Atemwegsinfektionen.

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass das
getestete RTW in der Lage war, die Zelllebens-
fahigkeit von planktonischen Kulturen einiger
der hdufigsten mit Atemwegsinfektionen assozi-
ierten Erreger signifikant zu reduzieren. Die Ab-
nahme war stammabhéngig, und die Wirkung
des RTW war signifikant bei grampositiven
Bakterien (S. aureus, S. pneumoniae), aber nicht
bei Gram-negativen (P. aeruginosa, E. coli). Das
getestete Wasser reduzierte auch die Biofilm-
Lebensfihigkeit der gleichen Mikroorganismen
auf einem Standard-Polystyrol-Substrat nach
10-miniitiger Exposition. Eine verldngerte Ex-
position (eine Stunde) zeigte ebenfalls eine
Abnahme der Lebensfihigkeit von P. aerugino-
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sa-Biofilmen. Daher wurde die Nullhypothese
verworfen, dass RTW im Vergleich zu Leitungs-
wasser (MW) keine signifikanten Unterschiede
in der Anti-Biofilm-Wirkung zeigt.

Interessanterweise zeigte sich bei einem
erneuten Test des RTW nach zehntégiger La-
gerungszeit kein reduzierender Effekt auf die
Lebensfihigkeit des Biofilms. Das letztgenann-
te Experiment zeigte, dass die antibiofilmische
Wirkung des getesteten Thermalwassers mit der
Zeit verschwand, was auf einen Zusammenhang
mit seiner Radioaktivitat schliefen lasst.

Es wurde kein Effekt des RT'W auf das rekon-
stituierte menschliche respiratorische Epithel
(RHRE) festgestellt. Vielmehr zeigten die mit S.
aureus infizierten Proben nach der Behandlung
mit dem RTW im Vergleich zum Kontrollwasser
eine etwas geringere Biofilmbildung.

1 [T EUSE LTI L

Die Moglichkeit der In-vitro-Ziichtung von
RHRE ist eine sehr vielversprechende Méglich-
keit, um die klinischen Bedingungen realistisch
nachzubilden. Studien zur Wirksamkeit neuarti-
ger Medikamente oder Substanzen, deren Wir-
kung auf menschliches Gewebe unbekannt ist,
sind nur ein Beispiel dafiir®. Ein Nachteil dieses
Systems besteht jedoch darin, dass bestimmte
Bedingungen, wie z. B. allergische Rhinitis oder
andere chronische Erkrankungen, noch nicht
adédquat repliziert werden konnen. In der vorlie-
genden Studie wurde ein Modell einer bakteriel-
len Infektion der Atemwege durch die erfolgrei-
che Entwicklung von Biofilmen auf dem RHRE
simuliert. Mit diesem Modell war es moglich,
die Wirksamkeit einer Behandlung unter Bedin-
gungen zu testen, die den klinischen so nahe wie
moglich kommen. In diesem Fall konnten sich
die Nachweismethoden nicht auf denselben As-

Abbildung 3. REM-Analyse des RHRE-Modells. Nicht infizierte Epithelien wiesen eine vollstindige Erhaltung der anato-
mischen Merkmale auf. Es wurden keine Einfliisse der Exposition gegeniiber RTW auf die nicht infizierten RHRE-Proben
festgestellt. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die Infektion des RHRE durch die getesteten grampositiven Bakterien.
Alle Beobachtungen zeigten eine bakterielle Adhdrenz und Kolonisation, die eine besondere Affinitat zu den Zilien des
Epithels aufwiesen. Die bakterielle Infektion verursachte signifikante Veranderungen in der Epithelstruktur, die sich in einer
Vergroflierung der interzelluldren Raume und einer Schiadigung der Zellstruktur selbst zeigte. Mit S. aureus infizierte Proben
zeigten nach der Behandlung mit RTW im Vergleich zur MW-Kontrolle eine etwas geringere Kolonisation, was mit den
Daten zur lebensfahigen Biomasse iibereinstimmt. Es wurden keine Einfliisse von RTW auf die Infektion durch die anderen

getesteten Mikroorganismen gefunden (mikroskopische Aufnahmen nicht dargestellt).
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say fiir lebensfihige Biomasse (MTT) stiitzen,
da die Reaktion sowohl von menschlichen Zel-
len als auch von Bakterien ausgegangen wire.
Daher wurde beschlossen, die bakteriellen In-
teraktionen mit dem RHRE sowie die Wirkung
der getesteten Behandlung auf dieses Modell mit
einem morphologischen Ansatz (REM) zu un-
tersuchen. Dieser Ansatz zeigte die Kolonisation
des Epithels durch die getesteten Bakterienstim-
me, mit einer besonderen Affinitdt zu den Zi-
lien des Epithels, mit einer morphologischen
Betrachtung, die eine hohe Ahnlichkeit mit der
klinischen aufweist. Die bakterielle Kolonisation
des Epithels verursachte signifikante Verdnde-
rungen in seiner Struktur, die sich in einer Ver-
groflerung der interzelluliren Rdume und einer
Schidigung der Zellstruktur selbst zeigte.

Der Wirkmechanismus von *Rn auf das
menschliche Atemwegsgewebe ist nicht voll-
standig geklart*. Eine Verstirkung der anti-
oxidativen Aktivitit und Unterdriickung der
Immunantwort wurde vorgeschlagen und ist all-
gemein anerkannt*?%. Die Eigenschaften dieses
Elements, einschliellich seiner Liposolubilitat,
wurden mit seinen Wechselwirkungen mit den
lipidischen Komponenten der Zellmembran
und der Bakterienzellwand in Beziehung gesetzt.
In der Literatur gibt es fast keine Informationen
tiber die Wirkung von **Rn auf Bakterienzel-
len. Serrano et al.* stellten die Hypothese auf,
dass die Wechselwirkung dieses Elements mit
den Lipiden der Bakterienmembran das Bak-
terienwachstum beeinflussen konnte. Unsere
Ergebnisse konnten zusitzliche Erkenntnisse
liefern, da die Wirkung von **Rn nur auf gram-
positive planktonische Zellen gezeigt wurde. Es
ist bekannt, dass grampositive Bakterien eine
dicke Zellwand aus Peptidoglykanen besitzen;
im Gegensatz dazu weisen gramnegative Zellen
eine wesentlich diinnere Struktur auf. Es kann
vermutet werden, dass eine dickere Zellwand
eine hohere Menge an *?’Rn-Partikeln aufneh-
men kann, die wiederum eine héhere Aktivitdt
auf diesen Zellen im Vergleich zu gramnegati-
ven Zellen entfalten. In der Literatur wurde die
Wirkung von Strahlung auf Bakterien unter Be-
riicksichtigung der Elemente **Pu und *’Np**
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untersucht, die eine dhnliche Art von Strahlung
wie *?Rn (a-Teilchen) emittieren. Im Gegensatz
zu den anderen Strahlungstypen, die sehr durch-
dringend sind und ihre Energie entlang ihres
Weges im Verhiltnis zur Dichte der Materialien
abgeben, haben a-Teilchen eine geringe Durch-
dringungskraft. Dadurch verursachen sie einen
relativ hohen Schaden, der typischerweise auf
wenige Zehn pm in Geweben beschrinkt ist'.
Reed et al.”” zeigten, dass ein a-Partikel-Strahler,
9Py, eine groflere Abnahme der bakteriellen
Lebensfihigkeit von Chelatobacterheintzii im
Vergleich zu y-Strahlung verursachte. Die Auto-
ren fithrten diese Aktivitat auf die Bioassoziati-
on von *’Pu mit den Bakterienkolonien zuriick.
Dieser Mechanismus konnte die Wirkung von
222Rn auf Biofilme erkldren, die in der vorliegen-
den Studie aufgezeigt wurde.

Anhand des Modells mit infiziertem RHRE
konnte die therapeutische Wirkung der getes-
teten RTW unter kontrollierten Bedingungen
bewertet werden, die den In-vivo-Bedingungen
sehr dhnlich sind. Dennoch sind In-vivo-Studi-
en weiterhin notwendig, da In-vitro-Simulati-
onen, so genau sie auch sein mdgen, nur einen
Teil der sehr komplexen Wechselwirkungen ab-
bilden kénnen, die in den menschlichen Atem-
wegen stattfinden. Es ist eine Gratwanderung
zwischen Geschwindigkeit, Kosten und Zweck
des Modells, die seine Auswahl und Verwen-
dung bestimmt.

Schlussfolgerungen

Diese Ergebnisse eroftnen die Moglichkeit,
eine Assoziation der Wirkung von RTW mit an-
tibiotischen Therapien zu testen, die konventio-
nell gegen Biofilm-assoziierte Atemwegsinfekti-
onen durchgefiihrt werden. Die Empfindlichkeit
der Bakterien gegeniiber den antibiotischen
Wirkstoften konnte durch diese Assoziation
moduliert werden, was moglicherweise deren
Wirksamkeit erhoéht und Nebenwirkungen re-
duziert.
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