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Staphylococcus epidermidis is a major causative agent of prosthetic joint
infections (PJI). The ability to form biofilms supports this highly selective
pathogenic potential. In vitro studies essentially relying on phenotypic assays
and genetic approaches have provided a detailed picture of the molecular
events contributing to biofilm assembly. A major limitation in these studies is
the use of synthetic growth media, which significantly differs from the
environmental conditions S. epidermidis encounters during host invasion.
Building on evidence showing that growth in serum substantially affects S.
epidermidis gene expression profiles and phenotypes, the major aim of this
study was to develop and characterize a growth medium mimicking synovial
fluid, thereby facilitating research addressing specific aspects related to PJI.
Using fresh human plasma, a protocol was established allowing for the large-
scale production of a medium that by biochemical analysis matches key
characteristics of synovial fluid and therefore is referred to as artificial
synovial fluid (ASF). By analysis of biofilm-positive, polysaccharide
intercellular adhesion (PIA)-producing S. epidermidis 1457 and its isogenic,
PIA- and biofilm-negative mutant 1457-M10, evidence is provided that the
presence of ASF induces cluster formation in S. epidermidis 1457 and mutant
1457-M10. Consistent with the aggregative properties, both strains formed
multilayered biofilms when analyzed by confocal laser scanning microscopy. In
parallel to the phenotypic findings, expression analysis after growth in ASF
found upregulation of genes encoding for intercellular adhesins (icaA, aap, and
embp) as well as atlE, encoding for the major cell wall autolysin being
responsible for eDNA release. In contrast, growth in ASF was associated with
reduced expression of the master regulator agr. Collectively, these results
indicate that ASF induces expression profiles that are able to support
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intercellular adhesion in both PIA-positive and PIA-negative S. epidermidis.
Given the observation that ASF overall induced biofilm formation in a collection
of S. epidermidis isolates from PJI, the results strongly support the idea of using
growth media mimicking host environments. ASF may play an important role in
future studies related to the pathogenesis of S. epidermidis P)I.

KEYWORDS

joint infection, prosthetic joint infection (P)l), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis),
biofilm formation, confocal laser scanning electron microscope

Introduction

Staphylococcus epidermidis is a leading pathogen isolated
from prosthetic joint infections (PJI) (Becker et al., 2020), a serious
challenge for the modern healthcare system (Schwarz ct al,
2019). The marked increase in joint replacement procedures (Patel
et al,, 2015), in combination with a constant infection rate of 1%-—
3% (Lourtet-Hascoet et al., 2016), has led to a steep increase in the
number of PJI cases. Considering the significant morbidity and
mortality associated with PJT (Izakovicova et al., 2019; Natsuhara
ct al,, 2019), there is an urgent need for novel preventive and
therapeutic approaches. Detailed insights into the molecular
pathogenesis of S. epidermidis PJI are regarded as an essential
brick in this strategy. In fact, tremendous progress on the road to
a detailed molecular picture of S. epidermidis implant infections
has been made, unraveling a plethora of mechanisms contributing
to successful device colonization.

The ability to assemble multilayered biofilms is key to the
opportunistic S. epidermidis virulence in PJI (Both et al., 2021).
Biofilm formation is essentially promoted by the production of an
extracellular matrix, which by embedding bacterial cells functions
as a glue that fosters cell aggregation. The matrix consists of
polysaccharides [i.e., polysaccharide intercellular adhesin (PIA)],
proteins [e.g., accumulation-associated protein (Aap), extracellular
matrix-binding protein (Embp), or small basic protein (Sbp)],
and extracellular DNA (eDNA, released through the activity of
autolysin AtlE). Intriguingly, epidemiological studies have
produced partially conflicting results by identifying clinically
significant S. epidermidis that were unable to form a biofilm in
vitro (Rohde ct al., 2007). The discrepancy can at least in part be
explained by the use of convenient growth media (e.g., TSB), which
support the formation of PIA- but not protein-dependent
biofilms (Christner et al., 2012). The functional relevance of PTA-

independent biofilm formaton through the production of
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Embp only became apparent by supplementing TSB with
serum or tigecycline, leading to embp expression (Christner
ct al,, 2010; Weiser et al., 20106). Clearly, growth in TSB only is a
very poot approximation to the in Vivo environment, and thus,
relevant mechanisms related to S. epidermidis pathogenesis
may have gone unidentified by their use. Particularly for PJI,
studies provided evidence that in vitro expetiments in
convenient laboratory media do not reflect bacterial growth
in vivo under conditions of a human joint cavity (Skovdal et al.,
20215 Steixner et al., 2021). Bacteria entering a human joint
cavity have to adapt to the unique environment provided by the
synovial joint fluid (SF), which lubricates the joint cavity. SF is
able to induce the formation of bacterial aggregates (Bidossi
ct al,, 2020) or biofilms adhering to the implant device or tissue
within the joint cavity (Barrett and Atkins, 2014; Gbejuade
ct al,, 2015), and thus, SF obviously promotes the expression of
pathogenesis-relevant phenotypes. Despite this fact, however,
only a few studies have so far been conducted using unmodified
human SF (Dastgheyb et al., 2015; Gilbertie et al., 2019).
Typically, human SF is diluted before use (Knott et al, 2021;
Staats et al,, 2021; Steixner et al, 2021), or substituted by
animal SF (Gupta et al,, 2021; Perez and Patel, 2015; Ibberson
ct al,, 2016; Pestrak ct al., 2020; Staats et al., 2021). The obvious
limitations of these approaches currently have to be accepted
due to the limited availability of human SEF (Gilbertie ct al.,
2019; Steixner et al.,, 2021). While substitute joint fluid to treat
joint disease has already been introduced into modern
medicine (Adams et al, 1995; Neustadt et al, 2005; Faust
ctal, 2018), only a few attempts to use a bona fide artificial SF
in pathogenesis research have been made (IKnott et al., 2021).
Taking into account the importance of using media closely
mimicking the in vivo environment for studying S. epidermidis
infection biology, the major aim of this study was to develop and
characterize an artificial synovial fluid (ASF). By resembling
human joint fluid and being available in larger quantities, ASF

may substantially contribute to a more precise identification and
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characterization of S. epidermidis traits relevant to the
pathogenesis of PJ1I.

Methods
Bacterial strains

S. epidermidis 1457 (Galac ct al., 2017) is a PIA-producing,
biofilm-positive isolate from a central venous cathetet infection.
1457-M10 is a corresponding isogenic, biofilm-negative
transposon mutant carrying Tn917 in icad, interfering with
the biosynthesis of PIA (Mack ct al, 2000). In addition, 23
previously characterized S. epidermidis isolated from PJI were
used (Both et al., 2021).

Growth analysis

Bacteria were grown overnight in TSB at 37°C and shaking
(200 rpm). Cultures were diluted in fresh TSB or ASF at a ratio of
1:100, and 200 wl were transferred into wells of a 96-well
microtiter plate (Sarstedt, Niimbrecht, Germany). Plates were
incubated for 24 h at 37°C in a microplate reader (Agilent, Santa
Clara, CA, USA). Absorption at 600 nm was measured every

hour as a surrogate for bacterial growth.

Quantification of biofilm formation

Biofilm formation was quantified using a 96-well microtiter

plate assay essentially as described previously (Both et al., 2021).

Analysis of sessile bacterial cultures by
confocal laser scanning microscopy

Bacteria grown on coverslips were mildly washed with PBS
and then fixed with 4% paraformaldechyde (PFA) in PBS for 10
min. Unspecific binding sites were blocked using 3% bovine
serum albumin (BSA, w/v) in PBS for 1 h. Next, samples were
incubated with a 1:500 dilution of a-dsDNA primary antibody
(Abcam, Cambridge, UK) for 1 h, washed three times with PBS,
and incubated with a 1:250 dilution of an a-mouse IgG coupled
to A488 (ThermoFisher, Waltham, MD, USA). For
visualization of bacteria, 300nM DAPI (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) was added to the secondary staining solution and
both antibodies were applied in PBS supplemented with 1.5%
BSA. Coverslips were mounted with MOWIOL anti-fade

reagent (Calbiochem, Darmstadt, Germany), and microscopic
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analysis was carried out using a Leica TCS SP8 confocal laser-

scanning instrument.

Analysis of bacterial cell cluster analysis

For analysis of bacterial cluster size and size distribution,
bacteria were grown statically for 18 h at 37°C in TSB and ASF,
respectively. Thirty minutes prior to staining, the bacterial sediment
was carefully dispersed by vortexing, and 10 pl were transferred to
staining buffer (3% BSA in PBS + DAPI 300 nM, Invitrogen) in a
u-Slide 8-Well (ibidi, Grifelfing, Germany). Samples were analyzed
with the confocal laser scanning microscope Leica TCS SP8
equipped with a X63, NA1.4 oil immersion objective and LLAS
X SP8 software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). At
least 10 positions per condition were recorded as stacks with a
distance of 500 nm and 2,048 X 2,048 pixels. Bacterial detection
and segmentation were done using the Imaris software package
(Oxford Instruments, Abingdon, UK). Subsequently, cluster
analysis was done in MatLab (Version 9.2, The MathWorks Inc.,
Natick, MA, USA). In brief, the position of each bacterium was
calculated by its volume, and the center of mass of the segmented
volume was defined. Distances between centers of masses were
measured and categorized into clusters with a threshold of 25
bacteria/cluster. The Matlab script used is available in Matl.ab

Supplement S1.

Gene expression analysis

For gene expression analysis, bacteria were grown in
triplicates in TSB overnight at 37°C under vigorous shaking.
Cultures were then diluted in TSB or ASF and grown for 6 and
24 h at 37°C with shaking (180 rpm). Cells were then harvested by
centrifugation, washed in PBS, and resuspended in RNAprotect
(Qiagen, Hilden, Germany). After incubation at RT, bacterial cells
were pelleted. The resulting pellet was mechanically lysed with
zirconia beads 3 X 20 s on a tissue homogenizer (Precellys 12,
Bertin, Montigny-le-Bretonneux, France), and RNA was extracted
with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Bacterial
RNA was quantified with a Qubit fluorometer (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MD, USA) followed by digestion of residual
DNA with a DNA-Free Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A
total of 5-ul digested RNA was transcribed using iScript cDNA
Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Quantification of gene expression
was carried out using the Light Cycler 480 instrument and
applying the TaqMan Fast Advanced Master Mix 2 X
(ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). Primers and
probes to quantify the expression of gyrB, aap, ica, atlE, agr,
and embp are given in Table 1.
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TABLE 1 Primers and probes used in this study.
Target gene Primers/probes Sequence (5-3)
gyrB ayrB_fwd TGGTCTGCGTTCATTTCACCAAGAC

gyrB_rev CTTGCCGATGTTGATGGTGCACA

gyrB_probe FAM-GGCGGCTGAGCAATATAAACGTAGCCCGC-BHQ-1
aap aap fwd AACATTAGAGTAGCAAACAATCGTCAAAGTA

aap rev AGCCTTGACCAGCTTGTTTCTGTA

aap probe FAM-ACAACTGGTGCAGATGGTTGGGGC-BHQ-1
icaA icaA fwd TGCCTTATTTATTGACAGTCGCTACG

icaA rev CGTTGGATATTGCCTCTGTCTGG

icaA probe FAM-ATACTGGGTTATCAATGCCGCAGTTGTCA-BHQ-1
embp embp fwd CACCTGGTGCTGTGCGTAATATAC

embp rev GCAGTTCCGTTATTTGTTIGGTCCG

embp probe FAM-ATGGTCGTTGGACTGTTGAAACTGGGTC-BHQ-1
atlE atlE/R fwd GATCACGCTGACCCTCACCAAT

atlE/R rev GCAACACCACGATTAGCAGACAC

atlE/R probe FAM-GCAAGTAGCACCTTGGGGCACAACATC-BHQ-1
agr agr fwd TGTTGGCAAACTTTCAATAGCACCATG

agr rev TCGTGTCGCAGCACTTACAACAACGA

agr probe

Human plasma and clinical chemistry
analysis of blood products

Human plasma was obtained from healthy volunteers after
giving informed consent. Pools from at least five individuals
were used for ASF production. Clinical chemistry analysis of
pooled plasma samples was performed according to standard
protocols for routine analytics in patient care at the University

Medical Center Hamburg-Eppendorf.

Results
Development of an artificial synovial fluid

Studies of human joint fluid have indicated for decades that
synovial fluid appears to be a dialysate of human plasma. The
qualitative composition of protein components, therefore, does
not differ between plasma and SF (Decker et al., 1959; Hui et al.,
2012; Waldrop et al., 2014), and thus it appeared reasonable to
use human plasma as a basis for the intended artificial synovial
fluid. Considering reference concentrations from the literature
(Table 2), a dilution of plasma by half was expected to meet
immunoglobulin concentrations, while the remaining protein
components would marginally exceed or fall below the target
joint fluid values. As synovial fluid electrolytes meet actual
Kabi, Bad

Homburg, Germany), an eclectrolyte medium developed to

plasma concentrations, Jonosteril (Fresenius

match actual human plasma electrolyte concentrations, was
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FAM-TCGTGTCGCAGCACTTACAACAACGA-BHQ-1

employed as the diluent. Intriguingly, using plasma 1:1 (vol/ vol)
diluted in Jonosteril as a medium, no bacterial growth was
detectable. In fact, measuring glucose levels found
concentrations of 36 mg/dl, which is cleatly below the expected
joint fluid glucose concentrations of 60-90 mg/dl. Given that
glucose is an important metabolite for staphylococcal
growth (Dobinsky et al., 2003; Jager et al., 2005; Agarwal and

Jain, 2013; Waldrop et al., 2014; Luo et al., 2020), Jonosteril-

diluted plasma was therefore supplemented with glucose to a
final concentration of 79 mg/dL.

Subsequent biochemical analysis of the glucose-
supplemented, Jonosteril-diluted plasma found key component
concentrations largely similar to reported concentrations from
human synovial fluid (Table 2), which is therefore referred to as
ASF. Figure 1 and Supplementary Table ST provide a step-by-step
protocol describing the production of ASF. Likewise, a protocol
for convenient storage of larger ASF volumes is provided, being an
important prerequisite to avoiding batch-to-batch variability in

larger series of experiments (Supplementary Table S2).

The impact of ASF on growth
characteristics, biofilm formation,
cell aggregation, and gene
expression profiles

Previously published work has demonstrated that serum or
serum components have a significant impact on phenotypes and

expression profiles in S. epidermidis from prosthetic joint
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TABLE 2 Comparison of ASF with human synovial fluid composition.

Human synovial fluidab ASFe
Electrolytes
- Sodium 138.11 mmol/L 144 mmol/L
- Potassium 5.48 mmol/L 3.5 mmol/L
- Calcium 2.39 mmol/L 1.8 mmol/L
- Chloride 108.41 mmol/L 97.9 mmol/L
- Magnesium 1.47 mg/dl 0.94 mmol/L
Glucose 60-95 mg/dl 79 mg/dl
pH 7.31-7.64 7.52
Total protein 19-28 g/L 28 g/L
Albumin 12 mg/ml 16.1 mg/ml
Albumin 56% 60.2%
a1-Globulin 8% 3.9%
a2-Globulin % 8.8%
b-Globulin 1% >16.3%
g-Globulin 18% <10.8%
Complement factor C3 Not available 39.2 mg/dl
Complement factor C4 Not available 6.8 mg/dl
TgA approx. 2 plasma concentration 1.11 ¢/L
1eG approx.”/z plasma concentration 3.62 g/L
IgM approx. Y2 plasma concentration 0.38 g/L
IgE approx. 2 plasma concentration 215 U1
Uric acid 3.0-7.0 mg/dl 1.7 mg/dl
Lactate 9-16 mg/dl 4.94 mg/dl
Creatinine 1.06 mg/dl 0.19 mg/dl
a(Decker et al., 1959; Cummings and Nordby, 1966; Levick, 1981; Madea et al., 2001;
Mundt, 2010; Hui et al., 2012; Srettabunjong et al., 2019).

bSynovial fluid was largely sampled postmortem from individuals with no history of joint
disease.
cASF was analyzed after freezing, storage at =80°C, and defreezing.

infections (Both et al., 2021). Building on the hypothesis that
growth in ASF will impact S. epidermidis physiology, key aspects
of S. epidermidis pathogenicity wete comparatively studied in
ASF and the reference medium TSB. To this end, we made use of
the well-characterized, prototypic polysaccharide intercellular-
adhesin (PIA)-producing, biofilm-forming S. epidermidis 1457
and isogenic, PIA- and biofilm-negative mutant 1457-M10.
Growth analysis over 24 h found that in TSB and ASF, growth
followed a sigmoidal function (I'igure 2A). However, growth in
TSB and ASF in both strains differed with respect to the slope of
the curve and the maximum cell density. The resulting lower areas
under the curves (AUCs) (AUC_1457_TSB: 15.58 [CI, 15.43-
15.73]; AUC_1457_ASF: 287 [CI, 2.788-2.953];
AUC_M10_TSB: 14.14 [CI, 13.97-14.30]; AUC_M10_ASF:
3.097 [CI, 3.080-3.113]) indicate the overall reduced bacterial
growth in ASF. Importantly, no growth differences were identified
between S. epidermidis 1457 and mutant 1457-M10.

Biofilm formation was analyzed using a 96-well microtiter
plate assay, providing integrated information on adherence and
biofilm accumulation. In addition, confocal laser scanning

microscopy (CLSM) was employed as a tool to obtain detailed
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insights into the architecture of sessile S. epidermidis populations.
Using TSB as a growth medium, S. epidermidis 1457 forms robust,
PIA-dependent biofilms, while PIA-negative mutant 1457-M10 is
unable to assemble a multilayered cell architecture (I'igure 2B). In
line with these findings, CLSM analysis of adherent cell
populations found biofilm structures being formed by S.
epidermidis 1457 after 20 h, whereas 1457-M10 did not exhibit
structured multicellular growth (Figure 2C). Growth in ASF
dramatically changed biofilm phenotypes in both assay systems.
Strikingly, using the microtitre plate assay, S. epidermidis 1457
produced significantly less biofilm in ASF compared to growth in
TSB, while there was no detectable difference in 1457-M10 (Figure
213). CLSM analysis of sessile growth showed that 1457 still forms
a huge adherent cell architecture (I'igure 2C). Compared to TSB,
these were significantly higher after growth in ASF (mean height
of 384 vs. 52.3 um; p = 0.002 (unpaired t test); Figure 2D).
Markedly, in strong contrast to growth in TSB, 1457-M10 also
assembled surface adherent aggregates after 20 h of growth (Figure
2C). In fact, bioinformatics image analysis showed that the mean
biofilm height in ASF (38.09 um) was significantly (p = 0.0032;
unpaired ttest) higher compared to growth in TSB (mean height
of 22.68 um; Iigure 2D). In line with this, the surface roughness of
1457-M10 cultures was significantly (p = 0.008, unpaired t-test)
greater compared to growth in TSB, indicating induction of
structured and aggregative growth (Iigure 2DD). No difference was
identified in surface roughness that became evident in S.
epidermidis 1457 (p = 0.13; unpaired t-test). Collectively, these
data indicate that growth in ASF, while reducing biofilm growth in
PIA-producing S. epidermidis 1457, induces cell surface adherent
growth in PIA-negative mutant 1457-M10.

Biofilm formation essentially depends on intercellular
adhesion, which phenotypically becomes apparent by the
formation of cell aggregates. To test the idea that ASF induces PIA-
independent cell aggregative properties and subsequent biofilm
formation, experiments were set out to quantify cell cluster size in
S. epidermidis 1457 and 1457-M10 after growth in TSB and
ASF (Figure 3A). As expected, after 24 h of growth in TSB, PIA-
producing S. epidermidis 1457 forms cell aggregates (mean
bacteria/cluster (n) = 4.9), being slightly but significantly (p

= 0.0032) larger compared to PIA-negative 1457-M10 (mean
bacteria/cluster (n) = 3.2). Growth in ASF, however, resulted in
the formation of huge, macroscopically visible cell aggregates in
1457 and 1457-M10, and the mean number of cells per cluster was
not statistically different between both strains (1457: mean
bacteria/cluster: 16.9; 1457-M10 (mean bacteria/cluster: 16.6; p
= 0.891; I'igure 3A). Induction of cell aggregation became also
evident when the percentage of cell clusters (aggregates 25 cells)
organized by bacteria was analyzed. In TSB cultures of S.
epidermidis 1457, significantly (p = 0.0106) more bactetia (mean
cluster-organized cells, 33.99%) were organized in clusters
compared to 1457-M10 (mean cluster-organized cells, 14.61%)
(Figure 3B). In ASF cultures, however, bacteria of both strains

were predominantly organized in clusters (mean cluster-
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ASF Production

(Take blood from donors using S-Monovette Citrat 3.2%\

(Sarstedt, Nimbrecht, Germany).
- Centrifuge at 2,500 g, 20 °C, for 12 minutes.

collect _pi
) and pool Pipette off and collect the upper plasma phase.
plasma - Pool plasma and measure volume:
Volume plasma = Volp;
l KMix gently by swiveling. /

glucose
concentration

KDraw up 5 pl of plasma with pipette.
- Press pipette until the plasma has formed a small drop at
measure the tip.
t"} - Place drop of plasma in front of the sensor (Ascensia
Diabetes Care, Leverkusen, Germany) and let it soak
the plasma.

KWail for the result. /

l KFinaI ASF glucose concentration: ~80 mg/dl. \

- Dissolve needed amount of glucose in 15ml Jonosteril
add (Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Germany) and filter
° glucose sterile.
- Add to plasma, mix gently but well.

l Kcheck glucose concentration. /
add - Add Jonosteril: Jonosteril volume = Volg; - 15 ml
Jonosteril - Mix gently by swiveling.

l - For storage: Aliquot in 2ml Eppendorf tubes (Merck,

Darmstadt, Germany).
- Freeze in liquid nitrogen and store at -80°C.

ASF - Defreeze at 37°C.

FIGURE 1

The figure was created using Biorender.com.

Schematic workflow for ASF production. A more detailed description and necessary consumables can be found in Supplementary Tables S1-S3.

organized cells 1457: 79.9%; 1457-M10: 73.9%; I'igure 3B), and
there was no apparent statistically significant difference (p =
0.788). Collectively, these data provide evidence that growth in
ASF leads to PIA-independent cell cluster formation, which links
growth in ASF with the acquired ability of 1457-M10 to establish a
multilayered biofilm architecture as detected by CLSM.

Building on data demonstrating a significant impact of growth
in the presence of serum on S. epidermidis transcriptomes (Both
ctal,, 2021) and expression of embp (Christner et al., 2010), qPCR
experiments were set out to characterize the expression of genes
related to biofilm formation and regulation (Iigure 4). Expression
analysis of biofilm-related icaA, embp, aap, and atlE found
significantly increased expression in ASF after 24 h of growth.
While for embp and atlE, upregulation in ASF became evident also
after 6 h of growth, no significant difference in expression levels
was detected for icaA. As an exception, aap exhibited significantly
lower expression levels in ASEF after 6 h. Intriguingly, compared to
TSB, a master regulator of staphylococcal virulence, agr was
significantly downregulated after growth in ASF after 6 and 24
h of growth (Iigure 4).

Impact of ASF on biofilm formation and
cell cluster formation in S. epidermidis
PJI isolates

The ability to form biofilms is subject to significant, isolate-

dependent variation (Rohde ct al., 2007). In otder to obtain more

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

robust insights into the effects of ASF on biofilm formation, a
contemporary collection of n = 23 S. epidermidis isolated from
PJT (Both et al., 2021) were tested for biofilm-forming ability in
ASF in comparison to TSB. Overall, quantitative biofilm formation
was significantly different between both media tested and
between isolates (p < 0.0001; two-way ANOVA) (Figure 5). In
fact, significant differences (Mann—Whitney U test with Holms-
Sidak’s method for multiple comparisons) were identified in 17/23
isolates tested. In 12 of those 17 isolates (70.6%), growth in ASF
increased, and in 5/17 (29.4%) exposute to ASF resulted in weaker
biofilm formation Biofilm reduction predominantly occurred in S.
epidermidis isolates forming strong biofilms in TSB (mean
A570/TSB = 1.69; [range, 0.9- 2.34]), while increased biofilm
formation was identified in isolates exhibiting weak or moderate
biofilm formation (mean A570/TSB = 0.4 [range, 0.08-0.83]).

Discussion

Studies on S. epidermidis phenotypes related to infections
associated with indwelling medical devices have almost exclusively
been carried out using synthetic media, e.g., TSB (Mack et al,
2001). The use of commercially available media significantly
supports the reproducibility of experimental results and, thus, is of
major importance in an effort to provide an experimental reference
supporting the comparability of data from independent research

groups. In fact, work based on
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FIGURE 2

Phenotypic analysis of S. epidermidis 1457 and 1457-M10 in TSB and ASF. (A) Growth analysis of S. epidermidis 1457 and 1457-M10 in TSB and
ASF. Absorbance at 600 nm was measured as a surrogate for bacterial growth. Data points represent the mean of two duplicates from two
biological replicates. Error bars: standard deviation. (B) Analysis of biofilm formation by S. epidermidis 1457 and 1457-M10 in TSB and ASF using
a microtiter plate assay. After 24 h of growth, the medium was removed, and wells were washed with PBS. After drying, adherent cells were
stained using Gentiana violet, and absorbance was read at 570 nm. S. epidermidis 1457 formed statistically less biofilm in ASF compared to TSB
(unpaired t-test; p<= 0.001). Bars represent the mean of two quadruplicates from two biological replicates. Error bars: standard deviation.
(C) CLSM analysis of S. epidermidis 1457 and 1457-M10 after overnight sessile culture in TSB and ASF. Bacteria were grown for 24 h on glass
coverslips, and adherent cells were fixed after mild washing. Bacteria were stained using DAPI (300 nM), and eDNA was detected using mouse
anti-dsDNA IgG (1:500) and anti-mouse IgG coupled to Alexa488 (1:250). The upper panel shows the maximum sum projection of dsDNA; the
middle panel shows the maximum sum projection of merged DAPI and Alex488 channels (scale bar, 9 pm); and the lower panel shows an XZ-
view of merged channels (scale bar, 5 pm). (D) Quantitative image analysis of S. epidermidis 1457 and 1457-M10. Biofilm height (left panel) and
surface roughness (right panel) were determined using BiofimQ (Hartmann et al., 2021) and Comstat (Heydorn et al., 2000) software packages,
respectively. Bars represent the mean of three biological replicates with at least 10 analyzed pictures. ns, not significant, p > 0.05; **p<0.01;
***p<0.001.
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FIGURE 3

Aggregative cell growth in TSB and ASF. (A) Violin plot showing the distribution of cell cluster sizes formed by S. epidermidis 1457 and mutant
1457-M10 in TSB and ASF after overnight growth. The size of bacterial cell clusters was determined by bioinformatics analysis of CLSM images.
Per strain and growth conditions, at least 30 images from three independent experiments were analyzed. Statistical analysis was done by one-
way ANOVA and Sidak’s multiple comparison test (1457 vs. 1457-M10 in TSB: Cl of difference: 0.4799-2.926, p = 0.002 1457 vs. 1457-M10 in
ASF: CI of difference: -0.8991-1.590, p<= 0.001 1457-M10 TSB vs. 1457-M10 ASF: CI of difference: -14.77 to -12.14, p<=0.001 1457 TSB vs.
1457 ASF: Cl of difference: -13.39 to -10.80, p<= 0.001). (B) Quantification of S. epidermidis cells organized in clusters containing five or more
cells. Bioinformatics analysis identified the proportion of bacteria relative to the absolute number of bacterial cells associated with cells to form
clusters of 25 cells. Each data point indicates the relative proportion (%) of cells meeting this criterion in one image. At least 30 images from
three independent experiments were analyzed; the total number of cells ranged from n= 10,151 to n= 31,094. Results were analyzed using
one-way ANOVA with Kruskal-Wallis test for multiple comparisons (adjusted p-values: 1457 TSB vs. 1457 ASF, p<= 0.001 1457 TSB vs. 1457-M10
TSB, p=0.008 1457 ASF vs. 1457-M10 ASF, p= 0.008 1457-M10 TSB vs. 1457-M10 ASF, p<= 0.001 ns, not significant. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p <0.001.

10.3389/fcimb.2022.948151

those artificial media has provided phenotypic and genetic traits
associated with invasive S. epidermidis lifestyles (Otto, 2018).
Intriguingly, by

comparison with isogenic wild-type strains in animal models of

testing  genetically defined mutants in
device infections, evidence was provided that mechanisms
identified under artificial growth conditions are indeed functionally

relevant in vivo (Nguyen et al., 2020). However,

owing to the obvious limitations of using synthetic media, studies
on S. epidermidis pathogenicity were catried out using media
that resemble the within-host situation, including the presence of
host immune effector cells in whole blood assays (I'redheim et al.,
20115 Al-Ishaq et al., 2015) or nutrient-poor microenvironments in
the nose (IKrismer et al., 2014). Support for the need to expand

experimental systems and include more
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Expression analysis of biofilm-related genes. Relative expression of biofilm-associated genes in S. epidermidis 1457 in TSB and ASF. Columns
indicate mean DCt values obtained from three experiments using independent RNA preparations. The error bars indicate the standard deviation.
Differences were analyzed using one-way ANOVA with Holm-Sidak’s multiple comparisons test. gyrB served as a reference housekeeping gene.
ns, not significant, p > 0.05; *p < 0.05; **p<0.01; **p<0.001.
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FIGURE 5

Phenotypic analysis of S. epidermidis from PJI. Biofilm phenotypes of 23 S. epidermidis isolates from proven PJI were determined using TSB or
ASF as a growth medium. Bars represent the mean of eight data points obtained from two experiments. Error bars: standard deviation. The
presence and absence of biofilm-related genes ica and aap are indicated by black and grey boxes, respectively. Pairwise comparison of biofilm
quantities produced in ASF and TSB, respectively, was done using the Mann-Whitney U test with Holm-Sidak’s multiple comparisons test. ns,
not significant, p> 0.05; *p<0.05; **p<0.01.

life-like growth models comes from recent observations that the concentrations were, however, predominantly found in
presence of host serum has a major impact on S. epidermidis postmortem samples, prompting the conclusion that a total
expression profiles, including genes related to biofilm formation protein concentration of 1.3 g/dl should be considered the
(Christner et al., 2010; Both et al., 2021). Moreover, it became healthy reference (Weinberger and Simkin, 1989). Thus, ASF’s
evident that synovial joint fluid (SF) induces aggregative total protein concentration of 2.8 g/dl is probably too high. It
staphylococcal growth in vivo and in vitro (Perez and Patel, needs to be stressed, though, that evidence on reference SF values
2015; Bidossi et al., 2020; Staats et al., 2021), underscoring the need for healthy joints is scarce, probably due to the lack of respective
for alternative, more life-like culture systems. To reflect the in vivo SF samples, and in fact, more recent publications selectively
situation for studying S. epidermidis PJI pathogenesis, we, focus on the analysis of SF in joint disease (ladarola et al., 20106;
therefore, established a simple protocol for the preparation of Peffers et al, 2019). This might also explain why, for
an ASF. complement factors, only data on pathological SF are available
Biochemical analysis of ASF found good overall agreement (Ochi et al., 1980).
with published data of SF composition from healthy individuals. In addition to the total protein concentration, the composition
There are, however, evident discrepancies. While sodium and of the SF proteome might differ from plasma proteins due to the
chloride concentrations agree with reported values, higher presence of specific factors selectively produced within the joint.
magnesium and lower potassium and calcium concentration in ASF will therefore show too low concentrations for proteins
ASF was noted. This can partially be explained considering that subject to tissue-specific expression patterns (Bennike et al., 2014),
SE references derive from studies relying on postmortem e.g., hyaluronic acid or lubricin (Anderson and Anderson, 2002;
sampled SF (Madea et al., 2001; Srettabunjong et al., 2019), and Hui et al.,, 2012; McNary et al., 2012), which are apparently absent
forensic studies showed that postmortem degradation in ASF. Thus, ASF must be considered an approximation for a
processes also influence potassium levels with increasing joint fluid model, especially as long as more valid information on
concentrations relatively linear over time after death (Tumram physiological SF composition is lacking. Given the evidence from
ct al, 2011). Thus, it appeats reasonable to assume that the S. aureus showing that hyaluronic acid contributes to the
physiological SF potassium concentration is below the literature aggregate formation (Knott ct al., 2021; Staats et al., 2021), the
values and maybe even ranges within the serum concentration obvious insufficient conformity of ASF with native SF
range of 3.5 up to 5.0 mmol/L (Tumram ct al, 2011; composition might have important experimental implications that
Srettabunjong et al., 2019). must be considered when relating experimental results to the in
Apart from electrolyte concentrations, SF protein content vivo situation. Another obvious limitation of ASF is that it rather
might be of essential importance for the growth behavior of S. reflects healthy than pathological SF, e.g., found in noninfective
epidermidis. A study determining total protein concentrations in joint diseases like osteoarthritis (OA) or rheumatoid arthritis (RA).
SF sampled postmortem and from healthy volunteers showed a In addition, invasive S. epidermidis disease itself will also induce
range of mean total protein concentrations from 1.3 to 2.8 g/dl changes in SF composition, potentially affecting bacterial

with a number adjusted mean of 1.49 g/dl. Higher total protein

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 09 frontiersin.org


https://www.frontiersin.org/journals/cellular-and-infection-microbiology
https://www.frontiersin.org/
https://doi.org/10.3389/fcimb.2022.948151

Stamm et al.

physiology. Despite those limitations, though, it appears
unrealistic at present to accommodate for such disease-
associated SF changes given actual knowledge gaps in relation
to the specific composition of SF in defined joint conditions [e.g.,
during surgery, after joint implantation, in defined joint diseases
(Yazar et al.,, 2005; Hu et al., 2006; Balakrishnan et al., 2014; Lee
et al., 2020; Timur et al., 2021)].

In order to evaluate the usefulness of ASF to study S.
epidermidis pathogenicity, the impact of ASF on phenotypic
traits and gene expression patterns was analyzed using the well-
characterized PIA-producing S. epidermidis reference strain 1457
and a corresponding, biofilm- and PIA-negative mutant 1457-
M10. Here, evidence was obtained that ASF induced cell cluster
formation and biofilm formation, resembling microscopic findings
from independent studies investigating multicellular architectures
in S. epidermidis from SF (Perez and Patel, 2015). Intriguingly,
aggregative behavior was also identified in PIA-negative mutant
1457-M10, underscoring the importance of PIA-independent
mechanisms becoming functionally active during invasive lifestyles
(Rohde et al., 2005; Rohde et al., 2007; Skovdal et al., 2021). The
induction of embp and aap expression, as well as increased
eDNA release, pinpoint some of the potentially involved
mechanisms (Rohde et al., 2007; Christner et al., 2010; Christner et
al,, 2012). A recent study showed that in the presence of serum
factors, S. epidermidis cell aggregation may occur independently
from Embp and PTA (Skovdal et al., 2021). Evidence of enhanced
biofilm formation in genetically independent, clinical S. epidermidis
isolates in the presence of ASF supports the hypothesis that host
factors are relevant to inducing pathogenicity-associated S.
epidermidis phenotypes in vitro. Intriguingly, similar to the
observation of reduced biofilm formation in PIA producing S.
epidermidis 1457, wild-type PJI S. epidermidis strains forming
strong biofilms in TSB were impaired in accumulative growth in
ASF. In
predominantly observed in S. epidermidis wild-type isolates,

contrast, ASF-induced biofilm formation was
exhibiting weak biofilm formation in TSB. The regulator sarA has
previously been shown to negatively control biofilm formation in
PIA-negative S. epidermidis while supporting protein-dependent
biofilm formation in PIA-negative S. epidermidis backgrounds
(Christner et al., 2012). The involvement of sarA in PJI isolates
under investigation here is unclear, nevertheless, it appears
plausible to assume that S. epidermidis possess specific regulatory
networks to predominantly promote biofilm formation in the
presence of host factors. Thus, more life-like growth models in
combination with recent insights into genetic backgrounds of
invasive S. epidermidis populations as revealed by high-resolution
S. epidermidis population genomics (Lee et al.,, 2018; Both et al.,
20215 Du et al., 2021; Mansson et al., 2021), have a great potential to
link genetic findings with functonal phenotypic outputs (e.g.,
biofilm formation, aggregation).

Master regulator of staphylococcal virulence Agr (I.e and

Otto, 2015) was significantly downregulated during growth in
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ASF. Given the evidence that in S. epidermidis differential
expression of agr is a common trait in isolates from invasive
disease (Vuong et al., 2004; Olson et al., 2014; Harris et al., 2017),
this finding supports the idea that at least, ASF partially resembles
the in vivo situation. Thus, ASF could serve as an important
complementary tool to allow for genetic identification of novel
factors contributing to multicellular behavior during the invasion
and PJI pathogenesis, e.g., using transposon mutagenesis
approaches, transcriptomics, or metabolomics (Mack et al., 2001;
Both et al,, 2021; Du et al., 2021). In the future, ASF might also be
a basis for more advanced models of PJI, e.g., by adding specific
macromolecular components (e.g., hyaluronic acid), host immune
cells (e.g., macrophages), or by applying shear stress.

Taken together, ASF produced according to the presented
protocol expands the toolbox to study S. epidermidis PJI
pathogenesis, and it might also be used in studies analyzing
independent microorganisms relevant to PJI. Thus, ASF has the
potential to significantly improve our understanding of the
pathogenesis of opportunistic, biofilm-forming S. epidermidis.
It is reasonable to assume that this knowledge will eventually
also translate into better preventive, diagnostic and therapeutic
strategies to combat disabling PJI in the future.
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2. Hintergrund

2.1 Staphylococcus epidermidis und Endoprotheseninfektionen

Als Koagulase negatives Bakterium gehort Staphylococcus epidermidis zu den haufigsten
Erregern von Endoprotheseninfektionen (Becker et al. 2020). Mit einer Infektionsrate von
1-3% im Rahmen endoprothetischer Arthroplastien (Lourtet-Hascoét et al. 2016), fuhrt die
derzeit wachsende Anzahl von Implantationen kunstlicher Gelenke (Schwarz et al. 2019)
zu einer steigenden Anzahl von Endoprotheseninfektionen. Die Notwendigkeit eines
erneuten Gelenkersatzes im Rahmen einer Endoprotheseninfektion und die damit
verbundene hohe Mortalitdt und Morbiditat (Izakovicova et al. 2019; Natsuhara et al. 2019)
unterstreichen dabei die Bedeutung der wissenschaftlichen Aufarbeitung der
Pathophysiologie und der Erforschung daraus resultierender therapeutischer und
praventiver Methoden im Kampf gegen Endoprotheseninfektionen.

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung stellt dabei den bedeutendsten Pathogenitatsmechanismus
von S. epidermidis dar (Both et al. 2021). Dabei fiihrt die Produktion einer extrazellularen
Matrix zu einer interzellularen Vernetzung und Aggregatbildung der Bakterien, wodurch ein
vielschichtiges, dreidimensionales Konstrukt entsteht, das als Biofilm beschrieben wird. Die
extrazellulare Matrix kann aus Polysacchariden, wie dem polysaccharide intercellular
adhesin (PIA), das vom ica-ADBC Genlocus codiert wird, und auch aus Proteinen, wie dem
accumulation-associated protein (Aap), dem extracellular matrix binding protein (Embp)
oder auch dem small basic protein (Sbp) bestehen. Auf3erdem kann durch das Autolysin E
(AtIE) extrazellulare DNA (eDNA) freigesetzt werden, die zur interzellularen Adhé&sion
beitragt. (Decker et al. 2015; Montanaro et al. 2011; Christner et al. 2010; Rohde et al. 2005;
Otto 2008)

Da jedoch die Verwendung konventioneller Wachstumsmedien einen relevanten Einfluss
auf das Wachstumsverhalten von S. epidermidis hat und beispielsweise klinisch relevante
S. epidermidis Stdmme identifiziert werden konnten, die in vitro keine Biofilmbildung
aufweisen (Rohde et al. 2007), deutet sich an, dass die Ubertragbarkeit von bisherigen in
vitro durchgefiihrten Experimenten auf das reale Infektionsgeschehen in vivo deutliche
Limitationen aufweisen koénnte. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
konventionelle Wachstumsmedien wie Tryptic Soy Broth (TSB) vor allem die Bildung PIA-
abhangiger Biofilme beglnstigen, nicht jedoch die Bildung proteinabhangiger Biofilme
(Christner et al. 2012), die hingegen im klinischen Kontext ebenfalls eine wichtige Rolle
spielen konnten (Rohde et al. 2007). Durch die Substitution von TSB mit Serum oder
Tigecyclin jedoch konnte die Produktion von embp induziert werden (Christner et al. 2010;
Weiser et al. 2016) und damit die Relevanz PlA-unabhangiger Biofilme in Anwesenheit von

host factors gezeigt werden. Auch konnte nachgewiesen werden, dass die Anwesenheit
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von Serum einen signifikanten Einfluss auf das Transkriptom von S. epidermidis hat (Both
et al. 2021) und auch die Expression von embp beeinflusst (Christner et al. 2010; Weiser et
al. 2016). Die Wahl des Mediums zur Anzucht bakterieller Kulturen zur Erforschung von
Endoprotheseninfektionen  spielt also eine  bedeutende Rolle, diejenigen
Pathomechanismen zu identifizieren, die tatsachlich in vivo eine Rolle spielen.

Da Mikroorganismen im Rahmen einer Endoprotheseninfektion insbesondere mit der
Synovialflissigkeit des Gelenks in Kontakt kommen, bietet sich die Nutzung von
Gelenkflussigkeit als Wachstumsmedium flr die Forschung an. Jedoch ist diese nur sehr
begrenzt verfligbar (Gilbertie et al. 2019; Steixner et al. 2021), weshalb in der Forschung
vor allem auf tierische Gelenkflissigkeit zurtickgegriffen wird (Gupta et al. 2021; Perez und
Patel 2015; Ibberson et al. 2016; Pestrak et al. 2020; Staats et al. 2021) oder
Synovialflussigkeit verdinnt verwendet wird (Knott et al. 2021; Staats et al. 2021; Steixner
et al. 2021). Dabei hat die Ausfliihrung von Experimenten in Gelenkfllssigkeit jedoch einen
deutlichen Einfluss auf die bakterielle Aggregation (Bidossi et al. 2020) und Bildung
adhérenter Biofilme (Barrett und Atkins 2014; Gbejuade et al. 2015) gezeigt.

Ziel dieser Studie war es daher, eine kinstliche Gelenkflissigkeit zu etablieren, die die
infektionsrelevanten Wachstumsbedingungen in vivo realitatsgetreu simulieren kann und
zugleich in gréReren Mengen verfligbar ist, um diejenigen Eigenschaften von S. epidermidis

zu erforschen, die fir die Pathogenese von Endoprotheseninfektionen relevant sind.
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3. Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer kunstlichen Gelenkflussigkeit

Die Grundlage der Entwicklung der kunstlichen Gelenkfliissigkeit, im Folgenden artificial
synovial fluid (ASF) genannt, beruht auf der Annahme, dass die menschliche
Gelenkflussigkeit ein Dialysat des menschlichen Blutplasmas ist und somit die qualitative
Zusammensetzung der Synovialflissigkeit prinzipiell der des Plasmas gleicht (Decker et al.
1959; Hui et al. 2012; Waldrop et al. 2014). In Anbetracht der genauen Konzentrationen der
einzelnen Bestandteile der Synovialflissigkeit (siehe Tabelle 1), wurde eine 50%ige
Verdiinnung eines Plasma-Pools hergestellt. Damit konnte eine
Immunglobulinkonzentration entsprechend des Literaturwertes von 50% des Plasmawertes
erreicht werden. Die tibrigen Proteinkonzentrationen sollten damit zu etwa gleichen Anteilen
Uber oder unterhalb der Zielkonzentrationen liegen. Die Verdinnung erfolgte mit der
isotonen Elektrolytldsung Jonosteril ® (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland), deren
Elektrolytkonzentrationen denen des Plasmas entsprechen. Zusatzlich erfolgte eine

Glucosesubstitution entsprechen des Referenzbereichs (siehe Tabelle 1). (Abbildung 1)

Tabelle 1: Vergleich von ASF mit der Zusammensetzung menschlicher Gelenkflissigkeit

Human synovial fluid™" ASF*
Electrolytes
- Sodium 138.11 mmol/L 144 mmol/L
- Potassium 5.48 mmol/L 3.5 mmol/L
- Calcium 2.39 mmol/L 1.8 mmol/L
- Chloride 108.41 mmol/L 97.9 mmol/L
- Magnesium 1.47 mg/dl 0.94 mmol/L
Glucose 60-95 mg/dl 79 mg/dl
pH 7.31-7.64 7.52
Total protein 19-28 g/L 28 g/L
Albumin 12 mg/ml 16.1 mg/ml
Albumin 56% 60.2%
0,-Globulin 8% 3.9%
a,-Globulin 7% 8.8%
B-Globulin 11% >16.3%
Y¥-Globulin 18% <10.8%
Complement factor C3 Not available 39.2 mg/dl
Complement factor C4 Not available 6.8 mg/dl
IgA approx. % plasma concentration 111 g/L
IgG approx.% plasma concentration 3.62 g/L
IgM approx. % plasma concentration 0.38 g/L
IgE approx. % plasma concentration 215 U1
Uric acid 3.0-7.0 mg/dl 1.7 mg/dl
Lactate 9-16 mg/dl 4.94 mg/dl
Creatinine 1.06 mg/dl 0.19 mg/dl

a(Decker et al. 1959; Cummings und Nordby 1966; Levick 1981; Madea et al. 2001; Mundt et al. 2011; Hui et
al. 2012; Srettabunjong et al. 2019). PSynovialflissigkeit wurde hauptsachlich post mortem aus Gelenken

ohne Gelenkerkrankung entnommen. °ASF wurde nach dem Einfrieren, Lagerung bei -80°C und
Auftauen analysiert. Quelle: Stamm et al. 2022
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Aus der biochemischen Analyse (Tabellel) geht eine zufriedenstellende Ubereinstimmung
der Zusammensetzung der ASF mit der menschlichen Synovialflissigkeit hervor, um als
Modell fir Endoprotheseninfektionen Anwendung zu finden. Diese kann in flissigem
Stickstoff eingefroren werden und anschlie3end bei -80°C gelagert werden.

‘ ASF Production
4 (Take blood from donors using S-Monovette Citrat 3.2% \
@&. > - (Sarstedt, NUmbrecht, Germany)
' P cotlect Centrifuge at 2,500 g, 20 °C, for 12 minutes
) and pool - Pipette off and collect the upper plasma phase.
plasma - Pool plasma and measure volume:
Volume plasma = Vol
l \MIX gently by swiveling /

KDraw up 5 pl of plasma with pipette
- Press pipette until the plasma has formed a small drop at
r measure the tip
[ ) glucose - Place drop of plasma in front of the sensor (Ascensia
concentration Diabetes Care, Leverkusen, Germany) and let it soak
the plasma.

KWail for the result /
l /Flnal ASF glucose concentration: ~80 mg/dl \
- Dissolve needed amount of glucose in 15ml Jonosteril
add (Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Germany) and filter
glucose sterile.
Add to plasma, mix gently but well
l &Check glucose concentration. /
add - Add Jonosteril: Jonosteril volume = Volp, - 15 ml
Jonosteril - Mix gently by swiveling

Darmstadt, Germany).
- Freeze in liquid nitrogen and store at -80°C.
- Defreeze at 37°C

l - For storage: Aliquot in 2ml Eppendorf tubes (Merck,
ASF

Abbildung 1: Herstellung von ASF. Quelle: Stamm et al. 2022

3.2 Der Einfluss von ASF auf das Wachstumsverhalten, die Biofilmbildung,
Zellaggregation und Genexpression von Staphylococcus epidermidis

In der weiteren Untersuchung des Einflusses von ASF auf das Wachstumsverhalten von S.
epidermidis wurden vergleichend einerseits S. epidermidis 1457, ein polysaccharide
intercellular adhesin (PIA)-produzierender Stamm, der in TSB einen Biofilm bildet, sowie
seine PIA-negative Mutante 1457-M10, die in TSB keinen Biofilm bildet, untersucht. In der
Wachstumsanalyse zeigte sich ein insgesamt reduziertes bakterielles Wachstum beider
Stdmme in ASF gegenuber der Anzucht in TSB. (Abbildung 2A)

Zur genaueren Untersuchung des Wachstumsverhaltens unter statischen Bedingungen
erfolgten die Analyse in Form von Biofilmtests in 96-well Mikrotiterplatten sowie die
mikroskopische Untersuchung mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie (CLSM) zur

weiteren phénotypischen Untersuchung.

Wahrend S. epidermidis 1457 in TSB einen robusten adharenten Biofilm im Biofilmtest
bildet, konnte dies bei statischer Anzucht der PIA-negativen Mutante 1457-M10 nicht
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beobachtet werden (Abbildung 2B). Diese Beobachtung stimmt auch mit den

mikroskopischen Aufnahmen Uberein (Abbildung 2C).

Im Vergleich dazu zeigt sich jedoch bei der Anzucht in ASF ein deutlicher Unterschied zum
Wachstum in TSB. S. epidermidis 1457 zeigt im Biofilmtest eine signifikant (p < 0,001;
ungepaarter t-Test) geringere Biofilmproduktion, wahrend fur S. epidermidis 1457-M10 kein
Unterschied zu sehen ist. (Abbildung 2B) In mikroskopischen Aufnahmen zeigt sich
hingegen, dass S. epidermidis 1457-M10 sehr wohl oberflachenadhéarente Aggregate bildet
und die Wachstumshohe des Stammes in ASF signifikant (p = 0,0032; ungepaarter t-Test)

¥ 1457 TSB
¥ 1457 ASF
12 ® 1457-M10 TSB
© 1457-M10 ASF

Coll density [ODeog]
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Abbildung 2: Phanotypische Analyse von S. epidermidis 1457 und 1457-M10 in TSB und ASF. (A)
Wachstumsanalyse von S. epidermidis 1457 und 1457-M10 in TSB und ASF. (B) Analyse der Biofilmbildung
im Mikrotiter Assay. (C) Konfokale Laserscanning Mikroskopie Aufnahmen nach 24h statischem Wachstum.
(D) Quantitative Analyse der Biofilmhohe (linkes Diagramm) und Oberflachenunebenheit (rechtes Diagramm).
Quelle: Stamm et al. 2022
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hoher ausgepragt ist (38,09um) als in TSB (22,68um; Abbildung 2D). Auch die Anzucht von
S. epidermidis 1457 in ASF zeigt unter mikroskopischer Betrachtung einen signifikant (p =
0,002; ungepaarter t-Test) hoheren Biofilm in ASF (52,3um) als in TSB (38,4pm).

Zudem konnte auch eine Veranderung der Oberflachenbeschaffenheit der statischen Kultur
von S. epidermidis 1457-M10, mit einer signifikant (p = 0,008; ungepaarter t-Test) hdheren
Oberflachenunebenheit bei Anzucht in ASF gegenuber dem Wachstum in TSB (Abbildung
2D), beobachtet werden. Fir S. epidermidis 1457 konnte diesbeziglich jedoch kein
signifikanter Unterschied verzeichnet werden.

In der Zusammenschau dieser Daten deutet sich an, dass das Bakterienwachstum in ASF
einerseits die Biofilmbildung des PIlA-produzierenden Stammes S. epidermidis 1457
reduziert, andererseits jedoch das oberflachenadharente Wachstum der PIA-negativen
Mutante S. epidermidis 1457-M10 induziert.

Da die Fahigkeit zur Biofilmbildung die Ausbildung interzellular verbundener
Bakterienzellaggregate voraussetzt, erfolgte daraufhin eine Analyse der GroRe der
gebildeten Zellaggregate sowie die Auswertung des Anteils an Zellen, die in Zellaggregaten
formiert wachsen.

Nach 24 Stunden statischen Wachstums in TSB konnte fir S. epidermidis 1457 die Bildung
signifikant (p = 0,0032) groRerer Zellaggregate (durchschnittliche Zellzahl pro Aggregat (n)
= 4,9) im Vergleich mit der Mutante 1457-M10 (durchschnittliche Zellzahl pro Aggregat (n)
= 3,2) beobachtet werden. Hingegen hat sich bei der Anzucht in ASF gezeigt, dass sowohl
die statische Anzucht von S. epidermidis 1457 (durchschnittliche Zellzahl pro Aggregat (n)
= 16,9) als auch von S. epidermidis 1457-M10 (durchschnittliche Zellzahl pro Aggregat (n)
= 16,6) zur Ausbildung makroskopisch sichtbarer Zellaggregate fiihrt, deren
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Abbildung 3: Analyse der Aggregatbildung von S. epidermidis 1457 und 1457-M10 in TSB und ASF. (A)
Darstellung der GréRe von Zellaggregaten im Violinen-Plot. (B) Quantifizierung der in Zellaggregaten
organisierten Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl. Quelle: Stamm et al. 2022
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durchschnittliche Zellzahl sich unter den beiden Stammen nicht signifikant voneinander
unterscheidet (p = 0,891) (Abbildung 3A).

Die Untersuchung des Anteils von Zellen, die in einem Zellcluster (Aggregate = 5 Zellen)
organisiert waren, zeigte bei Wachstum in TSB, dass in S. epidermidis 1457 Kulturen
signifikant (p = 0,0106) mehr Bakterien in Zellclustern organisiert waren (durchschnittlicher
Anteil in Clustern organisierter Zellen = 33,99%) als in den Kulturen der Mutante 1457-M10
(durchschnittlicher Anteil in Clustern organisierter Zellen = 14,61%) (Abbildung 3B).

Bei Anzucht in ASF hingegen zeigten beide Stamme einen viel héheren Anteil von in
Zellaggregaten organisierten Zellen als in den jeweiligen Kulturen nach Anzucht in TSB.
Zwischen den beiden Stammen S. epidermidis 1457 (durchschnittlicher Anteil in Clustern
organisierter Zellen = 79,9%) und S. epidermidis 1457-M10 (durchschnittlicher Anteil in
Clustern organisierter Zellen = 73,9%) hingegen gab es keine signifikanten Unterschiede
bei der Anzucht in ASF (p = 0,788). (Abbildung 3B)

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Daten schliel3en, dass das Wachstum in ASF zu

einer PIA-unabhangigen Induktion der Zellaggregation fuhrt.

Im Folgenden wurde zur weiteren Analyse des Einflusses des Wachstumsmediums ASF im
Vergleich zu TSB auf die Biofilmbildung anhand von qPCRs das Expressionsmuster fur die
Biofilmbildung und -regulation relevanter Gene analysiert (Abbildung 4). Untersucht wurde
dabei die Expression der Gene icaA, embp, aap, atlE und agr nach jeweils 6 Stunden und
24 Stunden Wachstum von S. epidermidis 1457.

aap ica atlE embp agr
59  kkxk ok ok ns kkk  kkk *% * % * *% * ok k
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Abbildung 4: Analyse der Expression fir die Biofilmbildung relevanter Gene in S. epidermidis 1457
und 1457-M10 in TSB und ASF. Quelle: Stamm et al. 2022

Interessanterweise zeigte sich dabei nach 24 Stunden Wachstum in ASF eine signifkant
starkere Expression der Gene icaA, embp, aap und atlE gegeniber dem Wachstum in TSB.
Fur embp und atlE konnte dabei bereits nach 6 Stunden Wachstum eine erhéhte Expression

in ASF detektiert werden, wahrend fiir icaA noch kein Unterschied beobachtet
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werden konnte. Aap hingegen zeigte nach 6 Stunden Wachstum in ASF zunachst eine
geringe Expression gegenlber der Anzucht in TSB. Dahingegen konnte fiir agr, das als
Master-Regulator der Staphylokokkenvirulenz fungiert, eine geringere Expression in ASF
sowohl nach 6, als auch nach 24 Stunden gemessen werden.

3.3 Untersuchung des Einflusses von ASF auf die Biofilmbildung und
Entstehung von Zellaggregaten durch S. epidermidis Isolate aus
Endoprotheseninfektionen

Da bisherige Untersuchungen verschiedener S. epidermidis Isolate eine deutliche
Variabilitat hinsichtlich der Fahigkeit zur Biofilmbildung gezeigt haben (Rohde 2007), folgte
die Untersuchung einer Sammlung von n = 23 S. epidermidis lIsolaten, die aus
Endoprotheseninfektionen gewonnen wurden (Both et al. 2021), hinsichtlich der Fahigkeit

zur Biofilmbildung in ASF und vergleichend in TSB.

Insgesamt zeigten sich sowohl zwischen den beiden Medien, als auch zwischen den
einzelnen Isolaten, signifikante Unterschiede in der quantitativen Biofilmbildung. So
konnten fiir 17 der 23 Isolate signifikante Unterschiede identifiziert werden, wovon 12 der
17 Isolate ein signifikant starkeres Wachstum in ASF zeigten und die restlichen 5 Isolate
eine signifikant geringere Biofilmbildung aufwiesen (Abbildung 5). Eine geringere
Biofilmbildung in ASF konnte vor allem in denjenigen lIsolaten detektiert werden, die

wiederum in TSB eine besonders starke Biofilmbildung aufwiesen.

. TSB
. ASF

Biofilm formation [A570]
P

Abbildung 5: Phanotypische Analyse von S. epidermidis Isolaten aus Endoprotheseninfektionen in TSB und
ASF. Analyse der Biofilmbildung im Mikrotiter Assay mit Vermerk Uber das Vorkommen der Gene ica
und aap. Quelle: Stamm et al. 2022
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4. Diskussion

4.1 ASF als Modell einer menschlichen Synovialflussigkeit

Bisherige Experimente, zur Forschung an S. epidermidis und dessen Phanotypen in
Zusammenhang mit Endoprotheseninfektionen, wurden fast ausschlie3lich in géngigen
Labormedien wie TSB durchgefiihrt (Mack et al. 2001). Dies hat die Reproduzierbarkeit von
Forschungsergebnissen ermdglicht und so konnten eine Reihe phanotypischer und
genetischer Eigenschaften identifiziert werden, die mit dem invasiven Wachstumsverhalten
von S. epidermidis assoziiert sind (Otto 2018). Auch konnte durch die Testung genetisch
definierter Mutanten im Vergleich zu isogenen Wildtypen im Tiermodell gezeigt werden,
dass Mechanismen, die unter kunstlichen Wachstumsbedingungen in vitro identifiziert
wurden, auch in vivo relevant sind (Nguyen et al. 2020).

Dennoch kommt der Durchfihrung von Experimenten in Modellen, die die in vivo
Wachstumsbedingungen simulieren, eine wachsende Bedeutung zu. So konnte beobachtet
werden, dass die Anwesenheit von Serum einen starken Einfluss auf die
Expressionsmuster von S. epidermidis und die Regulation der Biofilmbildung hat (Christner
et al. 2010; Both et al. 2021). Auch die Anwesenheit von Synovialflissigkeit hat durch
Induktion der Aggregatbildung einen relevanten Einfluss auf das Wachstumsverhalten von
Staphylokokken (Perez und Patel 2015; Bidossi et al. 2020; Staats et al. 2021). Diese
Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung realitatsgetreuer Wachstumsmodelle zur

Erforschung von Endoprotheseninfektionen.

Zu diesem Zweck wurde ein einfaches Protokoll zur Herstellung einer kunstlichen

Gelenkflussigkeit namens ASF (artificial synovial fluid) entwickelt.

In der biochemischen Analyse der ASF zeigte sich insgesamt eine gute Ubereinstimmung
der Zusammensetzung im Vergleich mit Literaturwerten menschlicher Gelenkflissigkeit,
wobei jedoch einige Abweichungen zu verzeichnen sind. Die Konzentrationen von
Magnesiumionen liegt Gber dem Literaturwert fir menschliche Gelenkflissigkeit, wahrend
die Werte fur Kalium und Calcium unterhalb des Zielwertes liegen. Zu beachten ist dabei,
dass die Literaturwerte aus Studien stammen, die Uberwiegend post mortem akquirierte
Gelenkflussigkeit untersucht haben (Madea et al. 2001; Srettabunjong et al. 2019). In
forensischen Studien konnte jedoch festgestellt werden, dass es im Rahmen des
Zellzerfalls post mortem zu einer Ver&nderung der Konzentrationen der Bestandteile der
Gelenkflissigkeit kommt. So steigt beispielsweise die Kaliumkonzentrationen ab dem
Zeitpunkt des Todes linear an (Tumram et al. 2011), weshalb vermutet werden kann, dass
die physiologische Kaliumkonzentration zu Lebzeiten unter dem berichteten Literaturwert

liegen durfte und mdoglicherweise auch innerhalb des Referenzbereichs fur Serum,
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zwischen 3,5 und 5,0 mmol/L, liegen kdnnte (Srettabunjong et al. 2019; Tumram et al. 2011;
Hahn 2018).

Neben den Elektrolytkonzentrationen zeigen sich auch Abweichungen fur die
Proteinkonzentrationen. Mit einer Gesamtproteinkonzentration von 2,8g/dL besitzt ASF
vermutlich eine etwas zu hohe Proteinkonzentration, wenn man bedenkt, dass in Studien
aus post mortem gesammelten Proben, sowie Proben von Gelenkflissigkeiten klinisch
gesunder Probanden, zwischen 1,3 und 2,8 g/dL variierende Messwerte ermittelt werden
konnten mit einem auf die Probenanzahl genormten Durchschnittswert von 1,49 g/dL
(Weinberger und Simkin 1989). Dabei konnten vor allem in den post mortem gesammelten
Proben hohere Proteinkonzentrationen gemessen werden (Weinberger und Simkin 1989),
was vermuten lasst, dass sich der tatsachliche Wert einer physiologischen Gelenkfliissigkeit

eher im unteren Bereich des Referenzrahmens befindet.

Da abgesehen von der Untersuchung post mortem gesammelter Gelenkflissigkeit vor
allem pathologisch veranderte Synovialflissigkeit untersucht wurde, gibt es zu einigen
Bestandteilen lediglich Daten aus pathologisch veranderten Gelenken. So stammen auch
die Konzentrationsangaben der Komplementfaktoren aus der Untersuchung pathologisch
veranderter Gelenkflussigkeit (Ochi et al. 1980).

Abgesehen davon ist auch zu bedenken, dass in der Gelenkflissigkeit gewebsspezifische
Proteine vorkommen, die sich im Serum nicht finden lassen. So sind Hyaluronsaure und
Lubricin beispielsweise nicht Bestandteil der ASF (Anderson und Anderson 2002; Hui et al.
2012; McNary et al. 2012).

In der Zusammenschau kann ASF also lediglich naherungsweise als Modell der

menschlichen Gelenkfllssigkeit angesehen werden.

Da ASF jedoch einer gesunden menschlichen Gelenkflissigkeit nachempfunden wurde, der
Einbau kinstlicher Gelenke jedoch insbesondere in Zusammenhang mit vorerkrankten
Gelenken steht, stellt ASF nicht unbedingt die Zusammensetzung der Synovialflissigkeit
eines Gelenks dar, das mit einer Endoprothese versorgt werden wirde. Da die
Verédnderungen eines Gelenks in Folge von Erkrankungen wie Osteoarthritis oder
Rheumatoider Arthritis, aber auch in Folge operativer Eingriffe und durch das Einbringen
kunstlicher Materialien vielfaltig sind und die Datenlage in Bezug auf die genauen
Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Gelenkflissigkeit sehr begrenzt ist (Yazar et
al. 2005; Hu et al. 2006; Balakrishnan et al. 2014; Lee et al. 2020; Timur et al. 2021), erfolgte

die Entwicklung eines Modells beruhend auf der physiologischen Gelenkflissigkeit.
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4.2 Der Einfluss von ASF auf das Wachstumsverhalten, die Biofilmbildung,
Formation von Zellaggregaten und Genexpressionsmuster

Zur genaueren Begutachtung der Verwendung von ASF gegenuber TSB, als
konventionelles Labormedium, in Bezug auf die Erforschung der Pathogenitat von S.
epidermidis, wurden die phanotypischen Eigenschaften bei Anzuchtin TSB im Vergleich zu
ASF anhand von Biofilmtests untersucht. Insbesondere konnte hierbei beobachtet werden,
dass der PlA-positive Stamm S. epidermidis 1457 in ASF eine signifikant geringere
Biofilmbildung aufweist. Dass fir 1457-M10 sowohl in TSB als auch ASF im Biofilmtest kein
Biofilm nachgewiesen werden kann, wahrend dies in der mikroskopischen Analyse sehr
wohl der Fall war, kdnnte mit der Verwendung unterschiedlicher Adharenzoberflachen und
mdglicherweise unterschiedlich starken Scherkréften beim Waschvorgang von 96-well

Mikrotiterplatten im Vergleich zu cover-slips erklart werden.

So konnte unter mikroskopischer Analyse einer statischen Anzucht von 1457-M10 in ASF

sehr deutlich die Formation gro3er Zellaggregate beobachtet werden.

Die Anzucht sowohl der PIA-positiven, als auch der PIA-negativen Mutante in ASF wirkte
sich gegeniber der Anzucht in TSB mit einer Zunahme der bakteriellen Wachstumshéhe
aus. Bei 1457 kann man auch von einer Zunahme der Hohe des gebildeten Biofilms
sprechen. Auch fuhrte die Anzucht in ASF sowohl zu einer Zunahme der absoluten Anzahl
der Bakterien pro Zellaggregat, als auch zu einer Zunahme des Anteils der Zellen, die in
einem Zellaggregat formiert waren. Insgesamt lasst sich daraus schlieen, dass die
Anzucht in ASF, unabhangig von der Fahigkeit der jeweiligen Stdmme zur Produktion von
PIA (einem der wichtigsten interzellularen Adhesine in protein-unabhangigen Biofilmen),
eine Induktion der Bildung von Zellaggregaten zur Folge hat. Wahrend sich beim PIA-
positiven Stamm bei Anzucht in ASF gegenliber TSB lediglich Parameter des Biofilms
verandern, so zeigt der PIA-negative Stamm 1457-M10 in ASF erstmals Uberhaupt die

Bildung grof3er Zellaggregate, die im Gesamtkontext als Biofilm interpretiert werden kénnen.

Diese Ergebnisse decken sich auch mit den Erkenntnissen, dass die Anwesenheit von
tierischer Synovialflissigkeit fur S. epidermidis Stamme die Bildung von Zellaggregaten
fordert. Insbesondere gilt dies fur diejenigen Stamme, die im konventionellen Labormedium
TSB nur eine geringe Biofilmbildung aufweisen (Perez und Patel 2015), wie zuvor auch fir
Staphylococcus aureus in menschlicher Synovialflissigkeit beobachtet werden konnte
(Dastgheyb et al. 2015).

Die Untersuchung in ASF unterstreicht dabei insbesondere die Bedeutung PIA-

unabhangiger Mechanismen im Rahmen der Biofilmbildung und Pathogenitat von S.
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epidermidis, die eine relevante Rolle fur die invasiven und pathogenen Eigenschaften von
S. epidermidis zu haben scheinen (Rohde et al. 2005; Rohde et al. 2007; Skovdal et al.
2021). Die Annahme, dass host factors eine bedeutende Rolle bei der Induktion des
pathogenen Phéanotyps von S. epidermidis innehaben, wird ebenfalls durch die
Beobachtungen dieser Studie unterstiitzt. Besonders auch die in ASF verstarkte
Biofilmbildung von S. epidermidis Isolaten aus Endoprotheseninfektionen, die in TSB eine
sehr geringe Biofilmbildung aufweisen, deutet darauf hin, dass in ASF vorkommende host
factors ein regulatorisches Netzwerk beeinflussen konnten, das mit dem pathogenen
Phanotyp von S. epidermidis verbunden ist.

Dabei konnte festgestellt werden, dass auf genregulatorischer Ebene die Expression von
Genen signifikant in Anwesenheit von ASF nach 24 Stunden erhoht ist, die fur interzellulare
Adhesine codieren. Agr, der Master-Regulator der Staphylokokkenvirulenz, zeigte sich
dahingegen wahrend des Wachstums in ASF signifikant geringer exprimiert. Diese
Erkenntnis ist zu vereinbaren mit bisherigen Beobachtungen, dass in invasiven S.
epidermidis Isolaten fir gewohnlich eine unterschiedliche Expression von agr verzeichnet
werden kann (Vuong et al. 2004; Olson et al. 2014; Harris et al. 2017).

Zusammenfassend kann ASF als zusatzliches Modell gesehen werden, infektionsrelevante
Wachstumsbedingungen einer Endoprotheseninfektion zu simulieren und sowohl die
Pathogenese von Infektionen ausgeltést durch S. epidermidis, als auch durch weitere
biofilmbildende Mikroorganismen, zu entschlisseln, um die Entwicklung neuer
therapeutischer und praventiver Malinahmen im Kampf gegen Endoprotheseninfektionen

voranzutreiben.
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5. Zusammenfassung Deutsch

In der modernen Medizin sind Endoprotheseninfektionen ein wachsendes Problem. Als
einer der wichtigsten Haupterreger ist Staphylococcus epidermidis im Fokus
wissenschaftlicher Bestrebungen, die durch diesen Mikroorganismus hervorgerufenen
Infektionen und die damit einhergehenden Pathomechanismen zu entschliisseln, die dabei

eine Rolle spielen.

Wahrend S. epidermidis ein physiologischer Bestandteil der menschlichen Haut- und
Schleimhautflora ist, tritt dieses Bakterium ebenfalls im Rahmen nosokomialer,
opportunistischer Infektionen als Pathogen auf. Als wichtigster Pathogenitatsfaktor konnte
dabei die Fahigkeit zur Biofilmbildung identifiziert werden, die insbesondere im Rahmen von
Infektionen kinstlicher, in den menschlichen Kérper implantierter, Materialien eine Rolle
spielen. Da diese Infektionen besonders schwierig zu eradizieren sein kdnnen und auch
haufig den Wechsel implantierter Materialien umfassen, besteht ein besonderer Fokus
moderner Forschung darin, die Pathomechanismen derartiger Infektionen und der damit
verbundenen Biofilmbildung zu entschliusseln, um neue therapeutische und auch praventive

Maflnahmen im Kampf gegen Endoprotheseninfektionen zu entwickeln.

Bisherige Forschungsergebnisse, die unter Nutzung konventioneller Labormedien
entstanden sind, deuten eine begrenzte Ubertragbarkeit auf das tatsachliche
Infektionsgeschehen in vivo an. So konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass die Bakterienphysiologie und die Biofilmbildung relevant durch die Wahl des
Wachstumsmediums beeinflusst werden kdnnen. Besonders konnte in Anwesenheit von
Plasmabestandteilen oder auch tierischer Gelenkflissigkeit im Vergleich mit Labormedien
wie TSB beobachtet werden, dass die Fahigkeit zur Aggregatbildung und Biofilmbildung
relevant beeinflusst wird. Daher préasentiert dieses Paper ein neues Modell einer kiinstlichen
Gelenkflussigkeit, das die Wachstumsbedingungen im Rahmen periprothetischer
Infektionen in vivo simulieren soll und dabei gleichzeitig in grof3eren Mengen herstellbar
und aus praktischen Griinden lagerbar sein sollte. Unter Bertcksichtigung bisheriger
Beschreibungen der menschlichen Gelenkfliissigkeit als Dialysat des Plasmas, wurde ein
Medium auf Basis von Plasma hergestellt, das mit Jonosteril ® verdiinnt und an den
Glucosewert der Gelenkfliissigkeit angepasst wurde. Das so hergestellte Medium wird im
Folgenden als artificial synovial fluid (ASF) bezeichnet und kann nach dem Einfrieren bei -

80°C gelagert werden.

Zur Untersuchung der Auswirkung von ASF auf das bakterielle Wachstum und die
Biofilmbildung wurden vergleichend in ASF und TSB (Tryptic Soy Broth) die Stamme
Staphylococcus epidermidis 1457, ein gut charakterisierter, PIA-positiver Stamm, der in
TSB einen Biofilm bildet, sowie S. epidermidis 1457-M10, die isogene, PIA-negative
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Mutante, anhand von Wachstumskurven, 96-well Mikrotiter Biofilmassays und konfokaler

Mikroskopie untersucht.

Waéhrend S. epidermidis 1457-M10 in TSB keinen Biofilm bildet, konnte interessanterweise
in ASF eine ausgeprégte, auch makroskopisch sichtbare, Aggregatbildung beobachtet
werden, wobei die Zellzahl der Aggregate vergleichbar mit der von S. epidermidis 1457
nach Anzucht in ASF war. Auch zeigte sich in der Untersuchung von n = 23 Klinisch
relevanten S. epidermidis Isolaten aus periprothetischen Infektionen, deutlich eine
vermehrte Biofilmbildung in ASF fur diejenigen Isolate, die in TSB kaum Biofilmbildung
aufweisen. Umgekehrt zeigte sich fir Isolate mit ausgepragter Biofilmbildung in TSB kaum
Biofilmbildung in ASF. Zudem zeigte sich in der Analyse der Expressionsmuster von 1457
und 1457-M10 in ASF eine gegeniiber TSB verstarkte Expression biofilmrelevanter Gene,
die fUr interzellulare Adhesine codieren. Auch die Transkription von atlE, das vor allem fur

die Freisetzung extrazellularer DNA verantwortlich ist, wurde bei Anzucht in ASF induziert.

In der Zusammenschau zeichnet sich vor allem ab, dass die Anwesenheit von ASF eine
PlA-unabhangige interzellulare Adhasion induziert, die zur Aggregation und Biofilmbildung
fuhrt. Dies konnte insbesondere anhand von S. epidermidis Stammen gezeigt werden, die
im konventionellen Medium TSB eine nur geringe Biofilmbildung aufweisen. Damit zeigt
sich, dass die Anwesenheit von ASF sowohl auf der Ebene des Phéanotyps, als auch auf
genregulatorischer Ebene, einen relevanten Einfluss hat, der die Bedeutung neuer
realitdtsgetreuer Wachstumsmedien in der Untersuchung der Pathomechanismen von S.
epidermidis, aber auch anderer Mikroorganismen, fir die Entwicklung neuer
therapeutischer und praventiver Strategien im Kampf gegen Endoprotheseninfektionen und

andere Biofilm-assoziierte Infektionen unterstreicht.
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6. Zusammenfassung Englisch

Prosthetic joint infections (PJI) have become an increasing problem for modern medicine.
Being one of the major pathogens in PJI, Staphylococcus epidermidis has been subject to

medical research, examining related infections and the causative pathomechanisms.

Apart from the commensal lifestyle on human skin, the main causative of the pathological
lifestyle of S. epidermidis has been identified as the ability to form biofilms, adhering
especially to abiotic surfaces like implanted medical devices. Provoking late onset
infections, eradicating a S. epidermidis infection can be a challenging task, often requiring
the exchange of medical implants. Gaining detailed information about relevant infection
mechanisms in order to develop new therapeutic and preventive measures has therefore

become a major scientific goal.

Previous studies, carried out in conventional laboratory media, show certain limitations
concerning the transferability to in vivo infection sites. In contrast to using conventional
laboratory media, recent studies have shown that for example animal joint fluid can affect
the bacterial ability to form aggregates and when exposed to host factors, bacterial biofilm
formation is relevantly altered. Following the implications of these experiments, the aim of
this study was to develop a new laboratory growth model, resembling in vivo nutritious and
general growth conditions, while also being able to be obtained in larger amounts and stored
for more practicability. Considering literature descriptions of synovial fluid as a dialysate of
plasma, we developed a plasma based fluid, diluted with Jonosteril®, that was adjusted to

the synovial fluid glucose concentrations and can be frozen and stored at -80°C.

Using this model resembling human joint fluid, called artificial synovial fluid (ASF), the effect
on bacterial growth has been studied in comparison to TSB (tryptic soy broth), a
conventional laboratory medium, using 96-well microtiter biofilm tests, growth analysis and
confocal microscopy examining S. epidermidis 1457, a well-characterized polysaccharide
intercellular adhesin (P1A)-positive strain, known to be capable of biofilm formation in TSB

and the isogenic, PIA-negative mutant S. epidermidis 1457-M10.

Intriguingly, while not being able to form a biofilm in TSB, S. epidermidis 1457-M10
appeared to form large, macroscopically visible, bacterial aggregates in ASF, showing the
same size in bacterial count as S. epidermidis 1457 aggregates when grown in ASF. Also
the examination of n = 23 S. epidermidis strains, isolated from prosthetic joint infections,
showed induced biofilm formation for those strains, that only show poor biofilm formation in
TSB. Meanwhile strains that show strong biofilm formation in TSB show rather poor biofilm
formation in ASF. Examining genetic expression profiles, concerning biofilm relevant genes

in S. epidermidis 1457 and 1457-M10, genes coding for proteins relevant for intercellular
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adhesion showed significantly higher expression profiles when cultivated in ASF compared
to TSB. Also transcription of atlE, responsible for DNA release, was induced in cultures

grown in ASF.

Overall, ASF seems to induce PlA-independent bacterial aggregation and biofilm formation,
especially relevant in S. epidermidis strains, that show poor biofilm formation in conventional
laboratory media TSB. Therefore, ASF seems to induce changes relevant for gene
expression and phenotypic appearance, underlining the importance of new realistic growth
media in order to understand S. epidermidis and also other microorganisms
pathomechanisms for future therapeutic and preventive strategies combating prosthetic

joint infections and other biofilm-associated infections.
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9. Abklrzungsverzeichnis

ABP accumulation-associated protein
A S e artificial synovial fluid
AU . e e a e et e e e e r autolysin E
CLSM .. e konfokale Laserscanning Mikroskopie
EDNA extrazellulare DNA
EMDPD oo extracellular matrix binding protein
Pl e ———— polysaccharide intercellular adhesin
S.epidermidis ... Staphylococcus epidermidis
S small basic protein
LIS ] = TP PTPPTPPTI Tryptic Soy Broth
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