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GARDNERELLA SPP.-BIOFILME'

Eine erfolgreiche und nachhaltige Behandlung der bakteriellen Vaginose stellt nach wie vor eine therapeu-
tische Herausforderung dar'. Hauptgriinde hierfiir sind persistierende Biofilme, sowie die Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen'. Der antiseptische Wirkstoff Dequaliniumchlorid stellt eine Alternative zu antibiotika-
basierten Therapien dar®2. Dessen Wirkung auf die Struktur und Aktivitat von Biofilmen, gebildet von
Gardnerella-Stammen, wurde aktuell detaillierter unter Laborbedingungen untersucht'. Die Ergebnisse
dieser In-vitro-Studie sowie der zugrundeliegenden mikrobiologischen Mechanismen der bakteriellen Vagi-
nose stehen im Fokus des vorliegenden Newsletters.

Als haufigste Form von vaginaler Infektion bei Frauen im gebarfahigen Alter gilt die bakterielle Vaginose?. Diese ist
gekennzeichnet durch einen Ruckgang von Laktobazillen zugunsten einer Verbreitung anaerober und fakultativ
anaerober Bakterien innerhalb der Vaginalflora“. Haufig kénnen in entsprechenden Fallen unter anderem Vertreter der
Gattungen Gardnerella, Atopobium, Mycoplasma oder Prevotella sowie weitere mit bakterieller Vaginose assoziierte
Bakterien (BVAB 1 bis 3) nachgewiesen werden*. Zur Behandlung der bakteriellen Vaginose kommen sehr haufig die
Antibiotika Metronidazol und Clindamycin zum Einsatz'.

Entwickeln pathogene Keime jedoch eine Resistenz gegen das angewandte Antibiotikum oder
bleibt der vaginale Biofilm unzerstort, resultiert daraus haufig ein Therapieversagen oder ein
Rezidiv'. Laut Langzeitstudien ist immerhin bei rund der Halfte der Patientinnen in einem
Zeitraum von 6 bis 12 Monaten nach einer Antibiotikatherapie ein Riickfall zu beobachten?.

Biofilme erschweren die Behandlung der bakteriellen Vaginose

Bereits seit langerem ist bekannt, dass die Eigenschaften von Biofilmen und die physiologischen Merkmale der zu-
grundeliegenden Organismen zu einer inharenten Resistenz gegen antimikrobielle Wirkstoffe beitragen®. Etwa 90 %
einer typischen Biofilm-Masse setzt sich aus extrazelluldaren Polysacchariden, Proteinen und DNA zusammen®. Diese
Matrix erschwert zum einen die Diffusion von Antibiotika und damit den Zugang zu den pathogenen Erregern und
andererseits kann es zu Reaktionen des jeweiligen Wirkstoffs mit Bestandteilen der Matrix kommen®. Zudem ist das
Zellwachstum innerhalb eines Biofilms im Vergleich zu planktonischen Bakterien verlangsamt und daher durften anti-
mikrobielle Wirkstoffe dort auch weniger schnell von den Zielorganismen resorbiert werden®, was deren geringere
Empfindlichkeit gegentiber Antibiotika erklaren durfte’. Hat sich in einem bestimmten Milieu eine erste Kolonisator-
Spezies angehaftet und einen mikrobiellen Biofilm ausgebildet, bietet dies weiteren Mikroorganismen die Mdglich-
keit einer Besiedlung®’. Aufgrund synergistischer Effekte zwischen den Spezies kann sich der Biofilm vergréBern
und fortentwickeln?. Hinsichtlich der Atiologie der bakteriellen Vaginose sind in diesem Zusammenhang Vertreter der



Gattung Gardnerella hervorzuheben: Diese sind in der Lage, Laktobazillen zu verdrangen und einen Biofilm zu
etablieren®. Letzterer beglnstigt wiederum die Ansiedlung weiterer, mit bakterieller Vaginose assoziierter Bakterien
wie Prevotella bivia, Atopobium vaginae und Megasphaera Typ 18.

Als Hauptursache fiir das Versagen von Therapien der bakteriellen Vaginose wird die Persistenz
bakterieller Biofilme angenommen, die beispielsweise Gardnerella vaginalis und Atopobium
vaginae beinhalten®.

In-vitro-Untersuchung zur Beeinflussung von Gardnerella spp.-

Biofilmen durch Dequaliniumchlorid’

Anhand eines In-vitro-Modells wurden kurzlich zwei etablierte Wirkstoffe zur Behandlung von bakterieller Vaginose
daraufhin gepruft, inwieweit diese die Biomasse und metabolische Aktivitat von Biofilmen reduzieren kdnnen.
Als Biofilm-Bildner fanden hierbei Gardnerella-Spezies Verwendung, die zuvor dem Vaginalbereich mehrerer
Frauen entnommen und im Labor zweimal passagiert wurden. Ausgewahlt wurden sowohl Stdmme von Patien-
tinnen mit bakterieller Vaginose als auch solche von asymptomatischen respektive nicht von Vaginose betroffe-
nen Frauen. Insbesondere die erstgenannten Bakterienstdmme zeichnen sich durch die Fahigkeit zur Bildung
von Biofilmen und einer erhdhten Expression von Virulenzfaktoren aus. Als Testsubstanz fungierte zum einen
in Wasser gelostes Fluomizin® (Vaginaltablette) mit dem antiseptischen Wirkstoff Dequaliniumchlorid (ag) der je
nach Versuchsansatz in unterschiedlichen Verdinnungen zur Anwendung kam (2-512pug/ml). Als Vergleichssub-
stanz diente eine Losung des Antibiotikums Clindamycin (aq) in identischen Verdinnungsstufen. In Vorversuchen
identifizierten die Studienautoren zunachst ein Kulturmedium, dass die Bildung eines besonders robusten Biofilms
ermdoglichte. Mit dessen Verwendung sollten die realen Bedingungen bei schwer aufzubrechenden Biofilmen simuliert
werden. Die Biofilme wurden fur die VersuchsdurchfGhrung in Mikrotiterplatten (zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitat und Biomasse) oder auf Deckglasern (zur mikroskopischen Untersuchung) herangezichtet, bevor sie flr
24 Stunden mit den Testsubstanzen — Dequaliniumchlorid oder Clindamycin — inkubiert und schlieB3lich die Wirksam-
keitsergebnisse erhoben wurden.

Dequaliniumchlorid erzielt eine wirksame Zerstorung

pathogener Biofilme!

Im Rahmen der In-vitro-Untersuchung erwies sich Dequaliniumchlorid als wirksam sowohl hinsichtlich einer Verrin-
gerung der Masse als auch der Bioaktivitdt von Biofilmen aus Gardnerella-Stammen, die mit bakterieller Vaginose
assoziiert waren (Abb. 1). Beide Paramater konnten bereits bei einer Wirkstoffkonzentration von 8,11 ug/ml um min-
destens 50 % reduziert werden (EC50, mittlere effektive Konzentration). Die Wirksamkeit war diesbezliglich ebenso
ausgepragt wie die von Clindamycin, welches ebenfalls eine EC50 von 8,11 ug/ml aufwies. Mit einer Konzentration
von 25,64 ug/ml Dequaliniumchlorid konnte Uberdies bereits eine Reduktion von Biomasse und Bioaktivitat des
Biofilms um 80 % erzielt werden.



Dequaliniumchlorid und Clindamycin-Wirkung auf BV- und
Nicht-BV-Gardnerella spp.-Biofilme
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Abb. 1: Ergebnis der In-vitro-Studie: Clindamycin und Dequaliniumchlorid hemmen die metabolische Aktivitét (blaue Saulen)
und reduzieren die Biomasse (graue Saulen) von Gardnerella-Biofilmen in vergleichbarem Umfang. Die eingesetzte Wirkstoff-
konzentration betrug jeweils 25,64 upg/ml*

Die Wirkung von Dequaliniumchlorid auf die Struktur von Gardnerella-Biofilmen konnten die Studienautoren
zusatzlich mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) darstellen. Gepruft wurde die Testsubstanz in den Wirkstoff-
konzentrationen 256 pg/ml sowie 8,11 ug/mi, gleichbedeutend mit der zuvor ermittelten EC50.

Das Ergebnis: Im REM-Bild zeigte sich eine Reduktion der Biofilm-Struktur sowohl nach
Exposition mit der niedrigeren als auch - in gréBerem Umfang — mit der h6heren Konzentration
des Dequaliniumchlorids (Abb. 2).

Im Vergleich zur Positivkontrolle (keine Wirkstoffbehandlung) sind deutliche Zellverluste und Zell-
ablésungen erkennbar. Daraus resultiert eine zunehmend l6chrige Struktur des Biofilms. Mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie konnte die dreidimensionale Auflésung des Biofilms nach
Exposition mit Dequaliniumchlorid bestétigt werden.

Abb. 2: Wirkung von Dequaliniumchlorid auf einen von Gardnerella vaginalis gebildeten Biofilm im REM-Bild. Bei dem
verwendeten Bakterienstamm handelt es sich um ein Isolat aus dem Vaginalabstrich einer Patientin mit bakterieller Vaginose.
Die Exposition erfolgte mit (A) Kulturmedium ohne Wirkstoff, (B) 8,11 ug/ml (EC50) und (C) 256 pg/ml Dequaliniumchlorid.

Der MaBstabsbalken entspricht 10 um.’



Antibiotikaresistenzen unterstreichen die Bedeutung von

Dequaliniumchlorid als zusatzliche Behandlungsoption

Eine zunehmende Inzidenz resistenter Bakterien in Zusammenhang mit Antibiotikatherapien der bakteriellen
Vaginose gilt als evident®. In der jiingeren Vergangenheit wurde dokumentiert, dass nach Abschluss einer
Clindamycin-basierten Behandlung der bakteriellen Vaginose anaerobe Bakterien in der Vagina persis-
tieren kdnnen, die eine Resistenz gegen dieses Antibiotikum aufweisen. So konnten im Rahmen einer
klinischen Untersuchung 70 bis 90 Tage nach einer entsprechenden Behandlung sehr haufig bei Betroffenen unter
anderem Clindamycin-resistente Populationen der Spezies Prevotella bivia nachgewiesen werden'™.

Neben Clindamycin kann es auch bei dem haufig zur BV-Therapie verwendeten Antibiotikum Metronidazol zu
Problemen durch Behandlungsversagen und BV-Rezidiven kommen. So lag bei Frauen mit symptomatischer BV,
die 7 Tage lang mit oralem Metronidazol behandelt wurden, die Rezidivrate Uber den Verlauf von 12 Monaten
bei 58 %'4. Erklart werden kann dies durch das Auftreten von Resistenzen sowie der Unfahigkeit, vaginale Biofilme
ZU beseitigen5-17,

Dies unterstreicht den Bedarf an alternativen Behandlungsstrategien, die anstelle oder in Kombination mit bisheri-
gen Standardtherapien Anwendung finden sollten. Dementsprechend befinden sich unter anderem Antiseptika,
Probiotika, pflanzliche Wirkstoffe und Sauerungs-respektive Puffersubstanzen als alternative Behandlungsmetho-
den im Stadium der klinischen Prifung oder werden bereits angewendet*.

Dequaliniumchlorid zahlt hierbei zu den vielversprechenden Alternativen und dessen antimikro-
bielle Wirkung konnte in den vergangen Jahrzehnten von verschiedenen Arbeitsgruppen besta-
tigt werden, ebenso wie die gute Wirksamkeit im Vergleich zum Antibiotikum Clindamycin*12,

Die vorgestellte Studie weist nach, dass Clindamycin und Dequaliniumchlorid im In-vitro-Modell in vergleichba-
rem MaBe Biofilme aus Gardnerella spp. reduzieren kénnen'. Dies steht in Einklang mit vorherigen Beobachtungen,
wonach beide Wirkstoffe auch gegentber planktonischen Gardnerella-Bakterien ahnlich wirksam sind’.

Dequaliniumchlorid wirkt tiberdies mikrobizid gegen alle weiteren wichtigen vaginalen Erreger und
weist aufgrund seiner multiplen Wirkmechanismen ein geringes Potential zur Entwicklung von
Resistenzen auf (Abb. 3)*. Flr das Antiseptikum spricht schlielich ebenfalls, dass es laut der genannten Unter-
suchung bereits in einer Konzentration von weniger als 30 ug/ml eine ausgepragte Wirkung auf die mit
bakterieller Vaginose assoziierten Gardnerella-Biofilme zeigt, wobei bei der empfohlenen lokalen Anwen-
dung einer Dosis von 10mg/Tag hohere Konzentrationen im vaginalen Milieu erreicht werden. Dementsprechend
ist auch eine Wirksamkeit von Dequaliniumchlorid auf entsprechende Biofilme in vivo zu erwarten’. Tatsachlich kam
eine internationale, multizentrische, einfach verblindete randomisierte Studie anhand von 321 Patientinnen mit bak-
terieller Vaginose zu dem Fazit, dass die Anwendung von Vaginaltabletten mit 10mg Dequaliniumchlorid (Fluomizin®
im Vergleich zu einer Behandlung mit einer Clindamycin-haltigen (2 %) Vaginalcreme — gemaB Amsel-Kriterien —
vergleichbar hohe Heilungsraten erzielt 2.

Fortsetzung auf S. 5 4



Fortsetzung von S. 4: Antibiotikaresistenzen unterstreichen die Bedeutung von Dequaliniumchlorid als zusétzliche Behandlungsoption

Neben der Nicht-Unterlegenheit beziiglich der Wirksamkeit konnte der Vaginaltablette auBerdem
eine gute Vertraglichkeit bei gleichzeitigem Ausbleiben systemischer Sicherheitsbedenken attestiert
werden'2, Eine internationale Leitlinie empfiehlt zur Behandlung der bakteriellen Vaginose inzwischen neben
lokalen und systemischen Antibiotikatherapien (z.B. Metronidazol und Clindamycin) die einmal tagliche, lokale
Anwendung von 10mg Dequaliniumchlorid (Fluomizin®) fir die Therapiedauer von 6 Tagen?. Eine Anwendung in
der Schwangerschaft und Stillzeit ist mdglich.

Wirkmechanismen von Fluomizin®
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Abb. 3: Dequaliniumchlorid zeigt eine rasche bakterizide Wirkung gegen alle wichtige vaginale Erreger und greift an
verschiedenen Stellen das Bakerium an. Durch die multiple und unspezifische Wirkweise ist eine Resistenzbildung nicht
zu erwarten.™
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