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1. Einleitung

1.1 Stellenwert der endoskopisch-retrograden Cholangiopankreatikographie

Die endoskopisch-retrograde  Cholangiopankreatikographie ist ein etabliertes
endoskopisch-radiologisch kombiniertes Verfahren, das sowohl in der Diagnostik als
auch in der Therapie von obstruktiven Erkrankungen des pankreatikobilidren Systems
eingesetzt wird [1]. Eine Ubersicht der Indikationen fir eine ERCP st in
Tabelle 1 dargestellt. Dabei stellt vor allem das transpapillare Einsetzen von Plastik-
und Metallstents eine wichtige therapeutische Option der ERCP zum Uberbriicken von
Stenosen oder nicht-extrahierbaren Gallengangssteinen dar, mit dem Ziel, eine

suffiziente Drainage des pankreatikobilidren Systems wiederherzustellen.

Tab. 1: Indikationen fir eine ERCP, nach [1, 81].

Gallenwegserkrankungen Pankreaserkrankungen
Choledocholithiasis Rezidivierende akute
Mirizzi-Syndrom Pankreatitiden
Maligne und benigne bilidre Stenosen Gallengangsobstruktionen bei
chronischer Pankreatitis
- Kongenital
- Postoperativ (Z.n. CHE, LTX) Leckage des Pankreasgangs
- Primdr und sekundér sklerosierende
Cholangitis Pankreaspseudozysten, Nekrosen
- Choledochozele des Pankreas
- Strikturen nach Bauchtrauma
- Radiogen induzierte GG-Stenosen Steine im Pankreasgang
- Gallengangskarzinom Maligne Erkrankungen
- Sphincter-Oddi-Dysfunction - Pankreaskarzinom/
andere pankreatische
Ampullare Adenome Malignitéten




1.1.1 Die bilidre Stenttherapie - Indikationen

Das endoskopische transpapillére Einsetzen von Plastikstents in den Gallengang ist seit
der erstmaligen Beschreibung 1979 eine bewéhrte Methode zur Behandlung von
benignen und malignen Gallengangsobstruktionen [143]. Durch Einbringen von
Endoprothesen soll ein Offenhalten der Gallengédnge und infolgedessen ein suffizienter
Gallenabfluss ermdglicht werden. Im Vordergrund der bilidren Stenttherapie stehen
dabei in erster Linie die Verbesserung von Symptomen wie Ikterus, Juckreiz und
Ubelkeit. Ebenso kann die Lebensqualitit von Patienten mit maligner
Gallengangsobstruktion durch andere Aspekte wie eine Verbesserung von

Verdauungsstérungen und Appetitlosigkeit signifikant gesteigert werden [8].

Die biliare Stenttherapie bietet eine Moglichkeit zur Behandlung von Krankheitsbildern
wie der Choledocholithiasis, benignen und malignen Gallengangsobstruktionen, primér
und sekundar sklerosierender  Cholangitis und  postoperativen  Stenosen

(Z.n. Cholezystektomie oder Lebertransplantation).

Im Falle einer Choledocholithiasis konnen Gallengangssteine durch Injektion von
Kontrastmittel nicht nur dargestellt, sondern auch in mehr als 80% der Falle unmittelbar
durch  Standardverfahren wie der endoskopischen Sphinkterotomie sowie
Ballondilatation des bilidren Sphinkters und anschlielender Extraktion mittels
(Dormia-)Koérbchen therapiert werden [11, 16]. Bei sehr groRen Steinen kann vor dem
Entfernen eine Steinfragmentierung durch mechanische Lithotrypsie durchgefihrt
werden [93]. Gelingt es nicht die Steine zu extrahieren, wird zur Vermeidung einer
Gallengangsobstruktion temporér eine bilidre Endoprothese oder eine nasobilidre Sonde
eingelegt [21, 141]. Es konnte gezeigt werden, dass nach einer Behandlung der
Choledocholithiasis mit Stents im Verlauf eine Verkleinerung der Steine zu

dokumentieren war [25].

Auch benigne Gallengangsobstruktionen unterschiedlicher Dignitat werden mit einem
Ballonkatheter dilatiert und darauffolgend (optional) ein Stent in den Gallengang
platziert, um die Stenose offenzuhalten [1]. In einer Studie aus dem Jahr 2014 wurden
die Langzeiterfolge der Stenttherapie unterschiedlicher Grunderkrankungen verglichen.

Die besten Langzeitergebnisse zeigten sich bei Patienten mit steinassoziierten



(92% Langzeiterfolg) und post-operativen Strikturen (83%) sowie idiopathischen
Stenosen (58%) [163]. In einer weiteren Untersuchung konnte evaluiert werden, dass
eine Stenttherapie bei Patienten mit peripheren Gallengangsleckagen und Strikturen
nach Cholezystektomie erfolgsversprechend ist [161]. Allerdings weisen trotz dieser
vielversprechenden Erfolge 17% der Patienten eine Re-Stenosierung nach
Stentextraktion auf [43].

2,7 - 45,6% der Patienten mit einer chronischen Pankreatitis entwickeln eine distale
Gallengangsobstruktion [2]. Diese Patienten profitieren Kkurzzeitig von einer
Stenttherapie, allerdings ist die Effizienz der Langzeittherapie begrenzt [13, 53, 163].
Sowohl eine gleichzeitige Therapie mit mehreren Stents (Multistenttherapie), wie auch
Singlestenttherapien, fuhrten in vergangenen Studien nicht zum erhofften Erfolg [50].
Generell scheint die Multistenttherapie jedoch effektiver zu sein als eine
Singlestenttherapie bei chronischer Pankreatitis [24]. Eine Kalzifizierung des

Pankreaskopfes stellt einen besonders ungunstigen prognostischen Faktor dar [82].

Bei Patienten mit einer primér sklerosierenden Cholangitis kdnnen wiederholte
endoskopische Therapien das Uberleben verbessern [9]. Eine Studie von Gotthardt et al.
wies ebenso gute Langzeitergebnisse auf [64]. Die Stenose wird entweder durch
Ballondilatation alleine aufgedehnt oder nachfolgend ein Stent eingelegt. Dabei ist
jedoch kein grofierer Gewinn einer Ballondilatation kombiniert mit einer Stenttherapie
im Vergleich zu einer alleinigen Ballondilatation zu erwarten, die Stenttherapie zeigte
auBerdem  hohere interventionelle  Komplikationsraten und ein  groReres
Cholangitisrisiko [83].

Die ERCP ist sowohl in der Diagnostik wie auch in der Behandlung von
Gallengangleaks und Gallengangsstenosen nach Lebertransplantationen erfolgreich
[138]. Patienten mit letzterem Krankheitsbild profitieren auch langfristig von einer
Stenttherapie (90%) [111].

Bei Patienten mit malignen Veranderungen des pankreatikobilidren Systems hat die
bilidre Stenttherapie ebenfalls bedeutende Relevanz. Stents kdnnen eingesetzt werden
zur temporaren Uberbriickung bis zu einer chirurgischen MaRnahme (biliodigestive

Anastomose) oder als Langzeitbehandlung. Die Arbeitsgruppe um Andersen et al.



verglich die Faktoren Uberlebenszeit, Komplikationsraten, Hospitalisationshedarf und
Lebensqualitat nach endoskopischem Einsetzen von Stents im Vergleich zu einem
operativen Bypass bei Patienten mit malignem lkterus und konnten dabei keine
signifikanten Unterschiede feststellen [4]. Auch in weiteren Studien wurde kein
signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben festgestellt, jedoch niedrigere
interventionsabhangige Mortalitdt, geringere Komplikationsraten, ein Kirzerer
Krankenhausaufenthalt und erhohte Ikterus-Rezidivraten in der Patientengruppe mit
Stenttherapie [140, 142].

1.1.2 Die bilire Stenttherapie - Komplikationen

1.1.2.1  Allgemeine Komplikationen

Die post-ERCP-Pankreatitis (PEP) ist die haufigste und eine sehr ernsthafte
Komplikation [5, 59, 60, 98, 105] mit einer variierenden Inzidenz zwischen 2,6%-3,7%
[5, 14, 37, 78]. Als Definition der PEP dient der Zusammenschluss folgender drei
Kriterien: Klinische Symptome der Pankreatitis (neu aufgetretene oder zunehmende
abdominelle Schmerzen), notwendige stationdre Aufnahme oder verlangerter
Krankenhausaufenthalt fir mindestens 2-3 Tage und ein > 3-fach (ber die Norm
erhdhter Amylase-Wert nach mehr als 24 Stunden postinterventionell [38]. Mit welchen
Risikofaktoren das Auftreten einer PEP zusammenhéngt wird kontrovers diskutiert
[27, 59, 78, 105].

Weitere wichtige Komplikationen bilden Blutungen mit einer Inzidenz von 0,9-1,34%
[5, 29]. Blutungen werden - je nach Klassifikationssystem - in drei unterschiedliche
Gruppen unterteilt: Moderate, mittelschwere und lebensbedrohliche Blutungen. Die
Hé&ufigkeit von milden Blutungskomplikationen tberwiegen, jedoch kann es auch zu
einer lebensgefahrlichen Blutung kommen [5]. Den groRten Risikofaktor stellt die
Sphinkterotomie dar [37].

Perforationen sind eine etwas seltenere Komplikation mit einem Vorkommen von
0,35% - 0,6% [5, 54, 98, 105]. Sie konnen nach dem Verletzungsmuster wie folgt
eingeteilt werden: (1) Perforation des Gangs durch den Fihrungsdraht,



(2) periampullare Perforation durch Sphinkterotomie und (3) duodenale Perforation
entfernt von der Papille [76]. Sphinkterotomie, Oddisphinkterdysfunktion, ein dilatierter
Hauptgallengang und eine langere Dauer der Prozedur gehen mit einem erhohten

Perforationsrisiko einher [54].

Die Inzidenz der Cholangitis liegt bei 1% oder weniger [98, 105]. Freeman et al.
beobachteten, dass das Risiko, nach einer Sphinkterotomie an einer Cholangitis zu
erkranken, erhoht ist bei kombiniert perkutan-endoskopischen Eingriffen, Stenttherapie
von malignen Strikturen und fehlgeschlagenem bilidren Zugang [60]. Als weitere
seltene Komplikationen sind ergénzend noch die Cholezystitis und kardiopulmonale

Komplikationen zu nennen [60, 105].

1.1.2.2  Stentokklusion als Komplikation einer bilidren Stenttherapie

Eine Komplikation der bilidren Stenttherapie kann in Form einer Stentokklusion
auftreten, die auch heute noch einen entscheidenden limitierenden Faktor darstellt.
Bilidre Polyethylenstents okkludieren nach einer medianen Liegedauer von 126 Tagen
[42]. Darauf basierend missen diese regelmalig - im Regelfall nach drei Monaten -
gewechselt werden, im Fall einer Stentokklusion mit klinischen Symptomen wie
Cholangitiden bereits friher. Biliarem Sludge wird hierbei im Okklusionsprozess eine
tragende Rolle zugeschrieben [66, 95]. Der Inhalt von okkludierten Stents besteht aus
Proteinen, unltslichen Resten (vor allem Pflanzenfasern), Gallekomponenten
(Gallenséure, Lecithin), unkonjugiertem Bilirubin und Bakterien [66]. Dowidar et al.
zeigten anhand eines in-vitro-Modells, dass die Sludgebildung bei Gallengangstents
durch Exposition mit infizierter Galle im Vergleich zu steriler Galle signifikant
gesteigert war [48]. Ebenfalls zu dem Schluss, dass vitale Bakterien flr die Entstehung
einer Sludgeformation notwendig sind, kam die Arbeitsgruppe um Leung et al. [95].
Bisherige Untersuchungen der bakteriellen Besiedelung von bilidren Stents zeigten
bereits eine Dominanz von Enterococcus spp., E. coli und Klebsiella spp. (aerobe
Bakterien), sowie im anaeroben Bereich von Clostridium spp. und Bacteroides spp. und
im Bereich der Pilzgattungen hdufig Isolate von Candida spp., diese Studien erfolgten

jedoch mit einer geringen Anzahl von analysierten Stents [15, 31, 47, 68].



Fruhzeitige Stentokklusion tritt in 13% der Félle auf. Weibliches Geschlecht ist mit
einem niedrigeren Risiko der vorzeitigen Stentokklusion assoziiert, wohingegen hilére
Strikturen mit einem signifikant erhéhten Risiko einhergehen [84]. Die spéte
Stentokklusion mit wiederkehrendem lkterus und/oder Fieber oder Schmerzen zeigte in

einer Studie von Dowidar et al. eine Inzidenz von 33% [49].

1.1.3 Stentdesign

Gallengangstents werden gemal? des Materials in zwei Hauptgruppen eingeteilt: Plastik-
(z.B. Polyethylen, Polyurethan, Polytetrafluorethylen/Teflon) und Metallstents [45]. Sie
variieren in ihrer Lange, ihrem Durchmesser und ihrer Form (gerade, gewinkelt,
Monopigtail, Doppelpigtail, mit Seiten6ffnungen oder ohne Seitentffnungen),
dargestellt in Abbildung 1. Die GroRe des Durchmessers von Gallengangstents wird in

French angegeben.

Jedes Stentdesign weist individuelle Vor- und Nachteile auf. Pigtailstents verankern
sich durch die Endstlicke in Schweineschwanzform besser in der Umgebung und haben
daher eine geringere Migrationsgefahr. Allerdings ist die Gallendurchflussrate im
Vergleich zu gleich groRen geraden Stents deutlich geringer [136]. Letzteres ist
gleichzeitig der Vorteil von geraden Stents. Seitenéffnungen sind von Bedeutung fir
eine gute Gallengangsdrainage, weisen aber eine erhdhte Tendenz zur
Sludgeakkumulation auf [31, 47, 48].

Darlber hinaus ist anzunehmen, dass die Reibungskoeffizienten der unterschiedlichen
Materialien mit einer individuell ausgeprdagten Okklusionswahrscheinlichkeit
einhergehen. Es wurde eine direkte Korrelation zwischen dem Reibungskoeffizienten
des Endoprothesenmaterials und der Menge des Inkrustationsmaterials festgestellt.
Polytetrafluorethylen/Teflon zeigte sich mit geringerer Sludgebehaftung infolge seines
niedrigeren Reibungskoeffizenten im Vergleich zu anderen Plastikmaterialien [31, 48].
Interessanterweise gingen Seitendffnungen in vitro und in vivo mit einer signifikant
erhohten Sludgebildung einher und hoben alle bis dahin bestehenden Unterschiede

zwischen den verschiedenen Materialien auf (Polytetrafluorethylen/Teflon, Polyurethan,



Polyethylen, Polyvinylchloride) [31]. Auch in einer weiteren Untersuchung korrelierten
Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit von Polyethylen und C-Flex-Stents
(unebenere Oberfléche) in vitro im Vergleich zu Vivathanen (ultraglatte Oberflache) mit
einer erhdhten Affinitat zu bakteriellem Wachstum und Sludgeakkumulation [107]. Die
bakterielle Anhaftungstendenz ist in vitro unter ,,flieBenden” Bedingungen niedriger an
hydromerbeschichteten Polyurethanstents (niedriger Reibungskoeffizient) im Vergleich
zu unbeschichteten Polyurethanstents, klinisch bestanden in einer randomisierten
prospektiven Studie bezuglich der Okklusionsrate jedoch keine signifikanten Vorteile

der beschichteten Stents im Vergleich zu Standardpolyethylenstents [34, 80].

Der Einfluss des Durchmessers eines Stents als Risikofaktor fir eine Stentokklusion ist
umstritten. Im Vergleich von geraden 10 Fr.- zu 8 Fr.-Pigtail-Stents konnte eine
signifikant niedrigere Inzidenz von Akutkomplikationen wie einer Cholangitis und eine
deutlich langere Offenheitsrate und Stentlebensdauer bei den gréReren Prothesen
festgestellt werden [144]. In einer Studie mit Pankreaskarzinompatienten zeigten sich
allerdings keine Unterschiede in der Stentdurchgéngigkeitsdauer zwischen 10 Fr.- und
11,5 Fr.-Stents, ebenso spielte die Lange der Stents keine Rolle [121].



Abb. 1: Stentdesign. Links: Gebogener Stent mit Seitendffnungen, Durchmesser 10 Fr., L&nge 6 cm
(Polyethylen, Peter Pflugbeil GmbH, Deutschland). Rechts: Pigtailstent mit Seitendffnungen,
Durchmesser 7 Fr., Lange 7 cm (Polyethylen, Cook, Irland).

Metallstents sind selbstexpandierbare Prothesen, die sich nach der Platzierung im
Gallengang entfalten und einen Durchmesser von bis zu 30 Fr. erreichen kénnen [45].
Nachteile von Metallstents sind unter anderem das schwierigere Platzieren und ein
erschwerter Austausch der Prothesen. Tumoren konnen in das Netz der Stents
hineinwuchern und ebenso wie Sludgebildung zu einem Verschluss fiihren [158]. Ist
dies geschehen, ist die Therapie dieser Komplikation sehr schwierig. Patienten mit
irresektablen malignen distalen Gallengangsobstruktionen profitieren von einer
signifikant l&ngeren mittleren Offenheitsdauer der Metallstents im Vergleich zu

Polyethylenstents (273 zu 126 Tage) und bendtigten insgesamt weniger endoskopische



Prozeduren [42]. Ahnliche Beobachtungen wurden bei Patienten  mit
Gallengangsobstruktion infolge von Metastasen beobachtet [158]. Auch in einer
weiteren Studie von Marano et al. bieten selbstexpandierbare Metallstents (Wallstent,
Schneider, UK) bei Patienten mit einer primar unresizierbaren, maligne bedingten
Gallengangsobstruktion  eine  deutlich  niedrigere  Okklusionsrate und eine
durchschnittliche Offenheitsdauer von 8 Monaten [117]. Allerdings wurden ein erhéhtes
Risiko einer duodenalen Perforation und Blutungen unter anderem als Komplikationen

einer Metallstenttherapie beschrieben [103].

1.2 Die Rolle von Bakterien in der Entwicklung einer Stentokklusion

1.2.1 Adhésion von Bakterien an Oberflachen und Biofilmbildung

Die Lebensformen von Bakterien in der Natur lassen sich grundsétzlich unterscheiden
in (1) frei schwebend in planktonischer Form in Suspensionen oder (2) als mikrobieller
Biofilm auf Oberflachen. Der Begriff Biofilm wird grob definiert als mikrobielle
Ansammlungen, die sich vor allem in fest-flissigen Grenzflachen finden und von einer
Matrix aus reichlich hydratisierten extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) umhlit
sind [57]. Diese EPS/ Matrix bestehen aus einem Komplex aus Exopolysaccharidosen,
Proteinen (z.B. Enzyme, aber auch Strukturproteine), extrazellularer DNA, Lipiden,
Biosurfactant und Wasser [32, 57, 154, 166].

Die Entstehung eines Biofilms erfolgt in mehreren Schritten (Abb. 2). Anfangs steht die
(reversible/irreversible) Adhésion von frei flottierenden Zellen, unter anderem durch
exprimierte extrazellulare polymere Substanzen, an eine Oberflache [19, 35]. Sekundér
entstehen durch Zellteilung Mikrokolonien sowie lockere, freie Zellen, durch die bei
Ablésung weitere Absetzungen entstehen konnen. Durch kontinuierliche Produktion
von Uberwiegend anionischer extrazelluldrer Matrix entwickelt sich ein umhillendes
dreidimensionales Geriist [35]. Um eine ,,Gemeinschaft® zu bilden besteht ein sehr
reger Zell-zu-Zell-Kommunikationsaustausch ~ zwischen Mikroorganismen eines

Biofilms, was als Quorum sensing bezeichnet wird [74].
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Abb. 2: Entstehung eines Biofilms unter dem Einfluss von Bakterien. Informationen aus [70].

Bakterien in einem Biofilm entwickeln (ber einige Mechanismen Resistenzen
gegenlber antimikrobiellen Agenzien [112]. Einerseits bildet der Film eine
mechanische Schutzbarriere gegeniiber ,,schiadlichen® Stoffen, andererseits ist ein
konstantes Milieu geschaffen, in dem sich die Mikroorganismen befinden. Sternberg
et al. zeigten, dass die Zellwachstumsaktivitdt im Zentrum des Biofilms/der Kolonie
verglichen mit der Oberflache und der Peripherie reduziert ist [145]. Ebenso ist der
Sauerstoffgehalt im Zentrum des Biofilms vermindert und schafft so anaerobe
Verhéltnisse [36]. Die Mutabilitat in Biofilmkulturen von Pseudomonas aeruginosa ist
verglichen mit planktonischen Kulturen erhéht [51]. Auch gesteigerter horizontaler
Gentransfer in Form von Plasmidkonjugation und DNA-Transformation scheint fir die
gunstige Entwicklung und Stabilitdt des Biofilms eine Rolle zu spielen [109]. Es ist
anzunehmen, dass veranderte Oberflachenmolekile, Effluxpumpen und Enzyme
(z.B. P-Laktamase) die Resistenz begunstigen [97]. Ebenso ist die anionische
Glykokalyx ein weiterer Resistenzfaktor [77]. ,,Alte” Bakterien in Pseudomonas
aeruginosa-Biofilmen haben sich als sehr resistent gegenuber Tobramycin und
Piperacillin im Vergleich zu planktonischen Zellen und ,,frisch® gesetzten Bakterien

erwiesen [6]. Um Bakterien abzutdten bendtigt man eine bis zu 1000-fach hohere
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Antibiotikakonzentration [116]. Ferner sind sogenannte ,Persister Cells“ in den
Toleranzmechanismus involviert. Diese stellen eine kleine, multiresistente
Subpopulation von Zellen dar, die spontan in einen ,schlafenden”, metabolisch
inaktiven und nicht-teilenden Zustand Ubergehen koénnen. Die grundlegende
Voraussetzung fur eine Eradikation durch antimikrobielle Substanzen (aktive, sich
teilende  Zellen)  wird folglich durch diese  ,schlafenden”  Zellen

entzogen [96].

Im medizinischen Gebiet entstehen durch Einbringung von Fremdmaterial in den
menschlichen ~ Korper und  Prothesenimplantation  Infektionsrisiken  durch
Biofilmbesiedelung. So wurden beispielsweise auf Urinkathetern, intravenésen und
arteriellen Kathetern, Gelenksprothesen, kunstlichen Herzklappen und nicht zuletzt
Gallengangstents Biofilme nachgewiesen [41, 44, 46, 68, 104]. Aber auch auf
natlrlichen Oberflachen des Korpers konnen Biofilmformationen beobachtet werden: In
der Mundhdhle/an Z&hnen, im Mittelohr von Kindern mit chronischer Otitis media, auf
Mucosa der Sinus bei Patienten mit chronischer Rhinosinusitis, im respiratorischen
Trakt von Mukoviszidosepatienten und auf chronischen Wunden [18, 69, 79, 135, 155].

1.2.2 Sludgebildung als Risikofaktor einer Stentokklusion

Der Begriff ,bilidrer Sludge* kam erstmals in den 70er Jahren durch genauere
Ultraschalluntersuchungen der Gallenblase und Gallenwege auf und wird bis heute
nicht einheitlich behandelt. Andere beschreibende Begriffe fir Sludge sind
beispielsweise bilidre Mikrolithiasis, bilidrer Sand und Gallengries. Im Jahr 1979 wurde
erstmals eine echoreiche, lageabhangige Schicht durch Ultraschalluntersuchungen
beschrieben, allerdings zu diesem Zeitpunkt noch nicht unterscheidbar, ob es sich um
dicke oder abnorme Gallenflissigkeit, Pus oder Cholesterolkristalle handelte [33]. Die
Arbeitsgruppe um Filly et al. untersuchte, welcher Bestandteil des ,,bilidren Sludge*
schallschattenerzeugend war, und wies nach, dass dieser vor allem
Calciumbilirubinatpartikel und Cholesterolkristalle enthalt. Nach Filtration der
Gallenflussigkeit war das echoreiche Signal aufgehoben [56]. Bei einer genaueren

Untersuchung der chemischen Zusammensetzung setzt sich Sludge aus einer
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Suspension von Cholesterinmikrokristallen und Bilirubingranula zusammen, gebettet in
eine Schicht aus Muzin [88].

Schon friih wurde festgestellt, dass Bakterien in der Entstehung von Sludge und damit
im Okklusionsvorgang von Gallengangstents eine besondere Stellung einnehmen [31].
Vitale Mikroorganismen scheinen sowohl fir die Entwicklung von Sludge, wie auch fur
die Beschleunigung von Okklusionsvorgangen notwendig zu sein. In verschiedenen in
vitro-Studien, in denen die Perfusion von Gallengangstents getestet wurde mit bakteriell
kontaminierter Galle im Vergleich zur Perfusion von Stents mit steriler Galle,
entwickelte sich in den ersteren Prothesen signifikant mehr Sludge und infolgedessen
eine verstarkte Okklusion in Anwesenheit von Bakterienkolonien [48, 95]. Leung et al.
untersuchten 1998 weiterfiihrend den synergistischen Effekt zwischen grampositiven
und gramnegativen Bakterien beziiglich ihrer Adhérenz und Biofilmbildung. Die
Anlagerung von Enterococcus spp. an die Stentoberflache war signifikant langsamer als
die von E. coli. Allerdings zeigten Enterokokken nach Prakolonisation der Oberflache
mit E. coli eine deutlich gesteigerte Adhéarenzneigung [91]. Der Nachweis von
Anaerobiern wie Clostridium spp. nach einer kurzen Stentimplantationszeit (mediane
Stentliegedauer 33,4 Tage) konnte ein Hinweis darauf sein, dass Anaerobier bei der

Stentokklusion eine Rolle spielen [90].

Die Sludgeformation scheint ferner durch bakterielle Enzyme geférdert zu werden. Das
Enzym B-Glucuronidase dekonjugiert Bilirubindiglucuronid, welches in Kombination

mit freien Kalziumionen zu einer Ausféallung von Kalziumbilirubinaten fiihrt [101].

Auf der Basis dieser Erkenntnisse bestimmten Leung et al. die enzymatische
B-Glucuronidaseaktivitdt von, aus blockierten und unblockierten Stents und
pigmentierten Gallengangssteinen isolierten, Bakterien. Es gelang der Nachweis von
202 Erregern, 61 davon wurden positiv auf B-Glucuronidaseaktivitat getestet. E. coli
und C. perfringens erwiesen sich als , Hauptproduzierer. Aus einer signifikant
(34-fach) hoheren Enyzmaktivitat von C. perfringens im Vergleich zu E. coli wurde
geschlossen, dass C. perfringens eine zentralere Rolle in der Ausféllung von
Kalziumbilirubinaten einnimmt [92]. In einer weiteren Untersuchung wiesen isolierte
aerobe Bakterien keine p-Glucuronidaseaktivtat auf, dafir aber 12 wvon

13 C. perfringens-lIsolaten [90]. Andererseits wurde die Rolle der B-Glucuronidase in
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der Pathogenese von Stentokklusionen in Frage gestellt, da die Perfusion mit
enzymaktivitatspositiven Bakterien in Stents mit keiner groéferen Sludgemenge
einherging [48].

Das bakterielle Enzym Phospholipase C scheint ebenfalls in der Entwicklung von
bilidrem Sludge eine Rolle zu spielen. Phospholipase C unterstutzt durch
Hydrolysierung von biliarem Lecithin die Ausfallung von Kalziumpalmitaten [149].

Leung et. al fanden Phospholipase C-Aktivitét in allen von Stents isolierten Clostridium
spp. [90] .

Als Einflussfaktor auf die Adh&sion von Bakterien an die Stentoberfl&che sind Proteine
wie z.B. Vitronectin und Fibronectin in der Diskussion. In einer Untersuchung von
Moesch et al. wurden an der Lumenoberfliche von okkludierten Gallengangstents
Proteine eruiert [108]. Fibronectin (unter anderem ein Bestandteil der Galle) fordert die
Anlagerung von Escherichia coli an die Stentoberflache [168]. In einer weiterfiihrenden
Studie mit vier Gallengangstents von Patienten mit malignen Verédnderungen wurden
vorwiegend die Proteine Fibronectin und Vitronectin gefunden. In vitro war die
angelagerte Proteinmenge von den Materialien abh&ngig (Gummi>Polyurethan>
Polytetrafluroethylen>Polyethylen) und ging mit einer erhéhten bakteriellen Adhé&sion
einher, was ebenfalls ein Hinweis darauf sein konnte, dass Proteine als

Adhasionsrezeptoren fur Bakterien dienen kénnten [169].

Immer noch unklar ist, ob Immunglobuline in die Pathogenese von Stentokklusionen
involviert sind. Ablagerungen von Immunglobulinen wurden immunhistochemisch an
bilidren Stents erforscht. Dabei waren Ablagerungen von IgA (als das vorherrschende
Immunglobulin der Galle) und IgG in der Peripherie der okkludierten Stents in
unmittelbarer Nahe zu Bakterienhdufungen sichtbar. Durch Immunglobulin-Bakterien-
Komplexbildung konnte somit eine weiterer fordernder Faktor fur die
Okklusionsentstehung existieren [26]. Muzine (Glykoproteine) der Galle stellen in der
Stentokklusion durch Forderung der Biofilmbildung und Bakterienanlagerung an die
luminale Oberflaiche der Prothese und Sludgeakkumulation durch eine
»Klebstoffwirkung® zwischen Bakterien und Calciumbilirubinaten ebenfalls eine

Bedeutung dar [170, 171].
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Es ist weiterfihrend anzunehmen, dass die Gallenviskositat fir den Fluss der Galle
durch die Endoprothese von Bedeutung ist. Nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetz ist die
Effizienz des Galleabflusses von drei Parametern abhangig: Lange der Prothese, innerer
Durchmesser der Prothese und Viskositat der Galle. Eine erhohte Viskositat der Galle
geht bei gleichem Stentdurchmesser mit einer Verlangsamung des Galleflusses einher
[127]. Durch den verringerten Gallendurchfluss kann es spontan oder bakterien-

vermittelt zu einer Ausféallung von Gallensalzen kommen [45].

1.2.3 Bilidres Spektrum

Der biliare Trakt ist im gesunden Zustand steril [40, 71]. Dies wird durch anatomische
(Sphinktermuskel, Tight Junctions zwischen den Hepatozyten), physikalische
(kontinuierlicher Gallefluss, Mucus), chemische (Gallensalze) und immunologische
(Kupffer-Zellen, IgA) Faktoren aufrechterhalten [148].

In pathologischen Zustdnden und Ungleichgewichten kann sich eine Bakteriobilie
entwickeln. Bapat et al. analysierten 1996 das Keimspektrum von Patienten mit
chronischer Cholezystitis und obstruktivem lkterus. Insgesamt dominierten deutlich
aerobe Bakterien (99,7%). E. coli wurde am hdaufigsten isoliert (30%), gefolgt von
Klebsiella spp. (21%), Proteus mirabilis (19%) und Streptococcus faecalis/
Staphylococcus aureus. In 63,2% glich das Keimspektrum von Gallenblase und
Gallengang dem des Duodenums [10]. In einer weiteren Studie von Suzuki et al. zeigte
sich eine &dhnliche Verteilung: E.coli, gefolgt von Klebsiella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Proteus spp. und grampositiven Kokken. Anaerobier (Bacteroides fragilis,
Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp., Clostridium spp.) zeigten sich immer
gemischt mit aeroben Bakterien. Im Vergleich von duodenaler Flissigkeit und dem
Keimsprektrum der intraheptischen Galle ergab sich in 61% ein identisches Ergebnis
mit dem Keimspektrum des Duodenums, in 26% der Falle war es nur teilweise
ubereinstimmend. Auch in einer weiteren Analyse lasst das bakterielle Spektrum darauf

schlielRen, dass die Bakterien aus dem Duodenum stammen [65].
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Der Gallengang ist in der Regel frei von Bakterien des Gastrointestinaltrakts durch die
physiologische Grenzwirkung des Oddisphinkters [151]. MalRnahmen, die zu einer
Insuffizienz des Sphinkters fuhren konnen, unterstiitzen daher eine bakterielle
Besiedlung des DHC. Bei der transpapillaren Stenteinlage wird in der Regel eine
Papillotomie durchgefihrt, bei der der Sphinktermuskel teilweise oder ganz durchtrennt
wird. Diese Prozedur fuhrt zu einem (Teil-)Verlust der physiologischen Funktion des
Sphinktermuskels und infolgedessen zu bilioduodenalem Reflux und einem Aufstieg
von Bakterien in die Gallenwege [65, 150]. Das Auffinden von Pflanzenfasern in nicht
okkludierten und okkludierten Stents in mehreren Studien unterstiitzt ebenso die
Hypothese, dass durch bilioduodenalen Reflux eine ungunstige Teilrolle an der
Entwicklung einer Stentokklusion besteht [47, 66, 68, 159, 164]. Auf der Grundlage
dieser Erkenntnisse wurden speziell designte Antireflux-Stents mit einer zunéchst
langer eruierten Dauer bis zur Stentokklusion entwickelt [52]. Eine Studie von
Vihervaara et al. aus dem Jahr 2016 zeigte jedoch kirzere Offenheitsraten fir

Antirefluxstents im Vergleich zu konventionellen Plastikstents [160].

Eine andere Route, Uber die Bakterien Anschluss an die bilidaren Wege gewinnen
kdnnen, ist das Portalvenensystem [153]. Die Trennung von bilidrem und
portalvendsem System erfolgt tber Tight Junctions zwischen den Hepatozyten, die das
Austreten von Bakterien von sinusoidalem Blut in die biliaren Wege verhindern. Tight
Junctions (auch Zonula occludentes genannt) bilden eine Abdichtung auf jeder Seite der
Gallenkandlchen und somit zwischen interzellularem Raum der Hepatozyten und den
Gallenkandlchen [130]. Die Entwicklung von extrahepatischer Cholestase und damit
verbundenem erhohtem intrabilidren Druck fihrt zu morphologischen Verdnderungen
des Aufbaus der Tight Junctions und folgend zu einem (partiellen) Verlust ihrer
Funktion [130].

Das Immunglobulin (s)IgA ist das vorherrschende Immunglobulin in bilidrer Galle. Es
wird vermutet, dass seine Sekretion eine Rolle in der Abwehr der bilid&ren Mucosa
gegen Bakterien spielt [148]. Der Weg in intra- und extrahepatisches bilidres Epithel
erfolgt vermutlich per Endozytose sc-vermittelt (sekretorische Komponente) [113].
Obstruktion des bilidren Trakts aus unterschiedlichen Grunden (maligne oder Steine)
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fuhrt zu einer verminderten 1gA-Sekretion, welche sich jedoch nach Einsetzen einer

Drainage erholen kann [147].

Die durchschnittliche Gallensekretion pro Tag liegt zwischen 700-1200 ml. Die
kontinuierliche Sekretion und der damit verbundene Fluss scheint einer bakteriellen
Kolonisation der Mucosa im Gallengang entgegenzuwirken. Die physiologische
Zusammensetzung der von den Hepatozyten produzierten Galle (Lebergalle) besteht
zum groBten Teil aus Wasser (ca 95%), gefolgt von Elektrolyten, Gallensalzen,
Phospholipiden, Cholesterin und Proteinen. Gallensalze besitzen in vitro einen
bakteriostatischen Effekt durch Auflésung der Zellwand [73]. Der Zellschaden beruht
unter anderem auf Membranzerstérungen aufgrund metabolischer Veranderungen durch
Langzeiteinwirkungen von Galle [63]. Dabei ist die Wirkung von hydrophoben
Gallensalzen (in vitro) potenter als die von hydrophilen Gallensalzen [152]. Sie
scheinen gegen aerobe gramnegative Bakterien schlechter zu wirken als gegen aerobe

grampositive Keime und Anaerobier [58].

Auch Mucus des Gallengangs bildet eine wasserunlésliche Schicht zwischen bilidrem

Epithel und Lumen und stellt so eine Barriere gegen pathogene Keime dar [148].

Kupffer-Zellen sind gewebestdndige Makrophagen des retikuloendothelialen Systems
und machen etwa 30% der Zellen des sinusoidalen Systems der Leber aus [86]. lhre
Aufgabe besteht unter anderem darin, als Fresszelle verschiedene Substanzen (z.B.
Abbaumaterial und Pathogene) zu phagozytieren, als Antigen-prasentierende Zelle eine
antigenspezifische T-Zell-Immunantwort auszulésen oder selbst Zytokine wie
Interleukine, Interferone und TNF zu produzieren [114, 128]. Chronische
Lebererkrankungen flhren zur Verminderung und Erschépfung von Kupfferzellen und
sind somit Risikofaktoren fir eine Bakteriobilie [102]. Ebenso geht eine biliére
Obstruktion - sowohl aus malignen wie auch benignen Grinden - mit einer

verminderten Funktion der Kupffer-Zellen einher [75, 119].
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Abb. 3: Einflussfaktoren zur Aufrechterhaltung steriler Galle, Informationen aus [148].

Weitere Risikofaktoren fur eine Bakteriobilie sind eine Serumbilirubinkonzentration
>1,1 mg/dl, Diabetes mellitus, akute Cholezystitis, Gallengangssteine und erhohtes
Alter (>70 Jahre) [85]. Desweiteren flihrt die Therapie von malignen und benignen
Erkrankungen mit einer perkutanen transhepatischen biliaren Drainage zu einer
Bakteriobilie [132]. Auch endoskopische Interventionen wie eine ERCP kdnnen das
Risiko flr eine Bakeriobilie erhdhen [134]. Eine Studie von Schneider et al. zeigte eine
signifikante Erhohung der Pathogenanzahl in Galle assoziiert mit Einnahme von
Protonenpumpeninhibitoren. Desweiteren konnte im Zusammenhang mit PPI1-Einnahme
im Bakterienspektrum eine Zunahme der oropharyngealen Flora nachgewiesen werden
[137].
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2 Ziele der Studie

Die biliare Stenttherapie spielt eine bedeutende Rolle in der Therapie multipler
Erkrankungen des pankreatikobiliaren Systems. Limitationen ergeben sich aus dem
Auftreten von Stentokklusionen als Folge von bilidren Sludgeformationen. Die
Entstehung von Biofilm an Oberflachen und bilidrem Sludge ist ein multifaktorieller,
komplexer Prozess. Eine bakterielle Beteiligung an einer Sludgeformation gilt bis dato
als gesichert. In dieser klinisch-prospektiven Studie soll eine genauere Evaluation des
Einflusses von Mikroorganismen auf das Risiko einer Stentokklusion anhand einer

mikrobiologischen Analyse erfolgen.
Folgende Fragestellungen werden evaluiert:

I Welche Bakterienarten kdnnen von extrahierten bilidaren Stents isoliert

werden?

] Verandert sich das Keimspektrum in Abhédngigkeit von der Liegedauer

der extrahierten Stents?

I Ist eine Sludgeformation bzw. eine Stentokklusion mit einem erhthten

Vorkommen spezieller Keime assoziiert?

v Existiert ein Zusammenhang zwischen Seitenéffnungen, Liegedauer,
Anzahl der Mikroorganismen und einer erhéhten Sludgeformation?
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Fur diese klinische Studie wurden Patienten rekrutiert, bei denen im Zeitraum von
November 2012 bis Dezember 2013 die Indikation fur eine ERC(P) bei liegendem
Gallengangstent gestellt wurde und ein Wechsel oder eine Extraktion der Endoprothese
durch die Il. Medizinische Klinik und Poliklinik des Klinikum rechts der Isar erfolgte.
Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission des Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitdt Munchen nach der Deklaration von Helsinki genehmigt. Die
Studienteilnehmer wurden umfassend Uber das Projekt sowie die Datenerhebung

aufgeklart und gaben ihr Einverstdndnis. Aus dieser Gruppe widerriefen sechs

Teilnehmer ihr Einversténdnis, in diesen Fallen erfolgte kein Studieneinschluss.

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Folgende Einschlusskriterien wurden definiert:
o Gegebene Indikation zur ERCP

Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert:
o Héamatobilie

Blutung des Gastrointestinaltrakts

(@]

o Selektive Darmdekontamination (SDD)

o Unklare Stentliegedauer

19



3.3 Datenerhebung

Die Erhebung der Daten bestand aus zwei Teilen: der Auswertung der elektronischen
endoskopischen Datenbank des Klinikums rechts der Isar und des Archivs der
elektronischen Patientenakten.

Durch Auswertung der ERCP-Berichte der endoskopischen Datenbank (Endobase I111)
der I1. Medizinischen Klinik und Poliklinik des Klinikums rechts der Isar konnten
folgende Daten erhoben werden: Datum der Intervention, Extraktion der Prothesen,
eventuelle Dislokation der Prothesen, Konkremente und Stenosen im Gallengang,
Anzahl der endoskopischen Stent-Vortherapien, eventuelle bereits endoskopisch
sichtbare Okklusion der Stents und Liegedauer. Ausgeschlossen sind Stents, die extern
gelegt wurden, bei diesen wurde durch auswartige Arztbriefe das Stenteinlagedatum
ermittelt. Desweiteren wurde die StentgroRe, Stentlinge und das Stentdesign
(gewinkelt, gerade, Pigtail, Doppelpigtail, Tannenbaum) sowie das Vorhandensein von
Seitendffnungen dokumentiert. Wir notierten, ob die Gallengangsprothese ,,geschitzt
durch den Arbeitskanal des Endoskops (meist bei kleineren Prothesen wie 7-Fr.-Stents)
oder ,,ungeschutzt* durch den Gastrointestinaltrakt des Patienten bei Prothesen groReren
Durchmessers gezogen wurde. Es wurde ebenfalls protokolliert, ob ein weiterer Stent
gelegt wurde im Sinne eines Stentwechsels oder ob ein Stentauslassversuch

unternommen wurde.

Uber die elektronische Patientenakte aus dem Krankenhausinformationssystem SAP
(SAP AG, Walldorf Deutschland) des Klinikums rechts der Isar konnten folgende
Informationen gewonnen und dokumentiert werden: Medikamenteneinnahme,
insbesondere Antibiose der letzten drei Monate, Protonenpumpeninhibitoren, Antazida,
H2-Blocker, Ursodesoxycholsaure, sowie Vordiagnosen bzw. Vorerkrankungen.
Ebenfalls eruiert wurde der Grund fir die Stenttherapie (Grunderkrankung),
Voroperationen (insbesondere des oberen Gastrointestinaltrakts wie beispielsweise
Whipple-Operation, Z.n. Cholezystektomie und Billroth-11-Operation),  Alter,
Geschlecht, stationdre Aufenthaltsdauer oder ob es sich um eine ambulante Behandlung
handelte. Die Befunde der Blutproben des Patientenkollektivs wurden erfasst durch das

Institut fur klinische Chemie und Pathochemie des Klinikums rechts der lIsar und
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folgende Ergebnisse anonymisiert tabellarisch erfasst: CRP, Leukozyten, GOT, GPT,
y-GT, AP, Harnséure, Bilirubin, Quick-Wert und Thrombozyten.

Alle erhobenen Informationen wurden anonymisiert in eine in Excel
(Microsoft®OfficeExcel® 2007 [12.0.6765.5000] SP3 MSO [12.0.6762.5000])

entworfene Datenbank eingetragen.

3.4  Die endoskopische Therapie

3.4.1 Durchfuhrung der Stentextraktion wahrend der ERCP

Priméare ERCP:

Vor der Untersuchung erfolgte eine ausfihrliche Aufklarung tber die Untersuchung
durch eine/n qualifizierte/n Arzt/Arztin. Nach Analgosedierung wurde mit einem
Videoduodenoskop (Typ Olympus TJF-160 VR) mit Seitblickoptik von oral bis zur
gemeinsamen Mundung des Ductus choledochus und Ductus pancreaticus, der Papilla
Vateri, vorgespiegelt. Im Falle einer ERC erfolgte eine Kandilierung des Gallengangs
mit Hilfe eines Sphinkterotoms (nach Anspilung) und eines hydrophilen Terumodrahts.
Bei Schwierigkeiten, den Gallengang selektiv zu sondieren, wurden sogenannte
,Precut“-Techniken  angewendet. Bei  der  transpankreatischen ,Precut®-
Sphinkterotomie wurde das Papillotom lber den gemeinsamen Ausfiihrungsgang in
Richtung Ductus pancreaticus vorgeschoben, dort erfolgte eine kontrollierte Inzision
des Papillendachs. Bei der ,,needle-knife“-Precut Sphinkterotomie erfolgte mit einem
Nadelmesser eine Sphinkterotomie durch einen Einschnitt der Papille bei 11-12 Uhr. Im
néchsten Schritt folgte die retrograde Kontrastmittelinjektion, um die bilidren
Strukturen zu fullen und somit darzustellen. An diesem Punkt entstand ein erstes
Rontgenbild, welches einem diagnostischen Blick zur Aufdeckung von Stenosen oder
Gallengangssteinen diente. Bei den meisten Patienten wurde eine EST (endoskopische
Sphinkterotomie) durchgefiihrt, um Steine oder bilidren Sludge mittels eines Dormia-
Kaorbchens verschiedener GroRen entfernen zu kénnen oder Stenosen mit Hilfe eines

Ballons aufzudehnen und mit einem Bougie zu entfernen. Im Fall von bilidren
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Strikturen ~ oder  inkompletter  Steinentfernung  wurden  Polyethylenstents
eingesetzt (7-11,5 Fr.).

Stentwechsel:

Bei einem geplanten Stentwechsel oder einer Stentextraktion mit Stentauslassversuch
wurde nach Auffinden und Kandlierung der Papilla Vateri und des Gallengangs
Kontrastmittel injiziert. Die Position der Endoprothesen konnte so durch eine
abdominelle Rontgenaufnahme eruiert und dokumentiert werden. Fur die darauf
folgende Stentextraktion gab es zwei unterschiedliche Mdéglichkeiten: Stents kleineren
Durchmessers (7 Fr.) wurden in der Regel durch den Arbeitskanal des Endoskops
extrahiert. Bei Stents groReren Durchmessers erfolgte die Extraktion durch kompletten
Rickzug und Entfernung des gesamten Videoendoskops. AnschlieBend wurde ein
6 Fr.-Katheter in den bilidren Trakt eingefiihrt und wiederholt Kontrastmittel injiziert.
Die vorhergehenden und aktuellen Cholangiogramme konnten so verglichen und auf
dieser Basis eine Entscheidung getroffen werden, ob ein weiterer Stent oder mehrere
Stents eingesetzt werden oder die Stenttherapie in Form eines Stentauslassversuch

beendet wurde.
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Abb. 4: Vorgehensweise wéhrend einer ERCP.

3.4.2 Vorgehensweise nach Stentextraktion und mikrobiologische Analyse

Alle Gallengangstents wurden nach der Extraktion umgehend unter sterilen
Bedingungen in das mikrobiologische Institut des Klinikums rechts der Isar transportiert
und dort anhand eines standardisierten Protokolls weiterverarbeitet. Die extrahierten
Endoprothesen bestanden aus dem Plastikmaterial Polyethylen (Peter Pflugbeil GmbH,
Germany; Cook Incorporation, Ireland) und wiesen einen Durchmesser zwischen
7- 11,5 Fr. auf. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten fiir alle Stents
gleiche Oberflachenbedingungen. Um eine mdoglicherweise wahrend der Stentextraktion
stattgefundene Kontamination zu minimieren wurden 1,5 cm des distalen und
proximalen Endes des Stents mithilfe eines sterilen Skalpells entfernt und die &ul3ere
Oberflache mit einer sterilen Kompresse, getréankt in 70%igen Alkohol, abgerieben. Im

néchsten Schritt wurde der Stent mit einem sterilen Skalpell longitudinal er6ffnet und
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die innere Oberflache visuell analysiert. Der Status der Seiten6ffnungen wurde

dokumentiert.

Die weitere Verarbeitung des Stents erfolgte in einem Ultraschallbad (Bactosonic®,
Bandelin, Germany). Bezuglich dieser Methodik wurde bereits unter anderem aus dem
Bereich der infektiologischen Orthopéddie wie auch Urologie Vorarbeiten geleistet.
Nach vorangegangenem ,,Vortexen“ wird durch Beschallung mit niederfrequentem
Ultraschall bei geringer Intensitat die Haftung des Biofilms an der Stentoberflache
durch Bildung von Dampfblasen und Scherkraften vermindert, so dass sich der Biofilm
von der Stentoberflache abldsen kann [20, 118, 156]. Die im sogenannten Sonifikat
gewonnenen Mikroorganismen werden direkt Kkultiviert und mithilfe der Matrix-

unterstitzen Laserdesorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie analysiert.

In unserer Studie wurde die Endoprothese in einem sterilen Gefal (Lock&Lock®,
Bandelin, Germany) in 60 ml Ringer-L6ésung eingelegt. Darauf folgend wurde der Stent
im nachsten Schritt fir 30 Sekunden gevortext, um die Mikroorganismen aus dem
Biofilm zu I6sen und daraufhin 60 Sekunden in das Ultraschallbad eingesetzt bei einer
Frequenz von 40 kHz. Anschliefend wurde die Flussigkeit nochmals gevortext flr
30 Sekunden.

Fur die mikrobiologische Analyse wurden 20 ml des Sonifikats fir 10 Minuten bei
3000 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment fiir die weitere
Kultivierung auf aeroben und anaeroben Agarplatten (Columbia-Schafblut-Agar,
Schokoladenagar, Mac Conkey Agar, Schéadler KV anaerober Agar, Schédler anaerober
Agar, Sabouroud-Agar) ausgestrichen und inkubiert unter aeroben und anaroben
Verhéltnissen bei 37° Celsius flr 48 Stunden. Die ldentifizierung der Keime erfolgte
durch die MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption/ lonisation Time of Flight) -
Massenspektrometrie (MALDI-TOF, Bruker Corporation, Billerica, U.S.A). Bei dieser
Methodik wird mit einem sterilen Holzspatel eine geringe Menge von einer
Bakterienkolonie genommen, auf eine Targetplatte aufgebracht und durch Laserstrahlen
ionisiert. Durch Beschleunigung der Ionen entsteht in der ,,time-of-flight“-Analyse ein
charakteristisches Muster fiir Proteine unterschiedlicher Bakterien, die mit einer groRRen

Datenbank verglichen und damit charakterisiert werden kénnen [165].
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Abb. 5: Verarbeitung der bilidren Endoprothesen und mikrobiologische Analyse.

Die Definition einer Sludgeformation wurde durch den Farbumschlag der Sonifikations-
losung festgelegt. Ein Farbumschlag in gelb-braunliche Farbe, der dem Sonifikations-
prozess folgte, wurde als sludge-positiv gewertet. Der Sonifikationsprozess war
standardisiert (60 ml Ringerlésung). Der Stent wurde als okkludiert definiert, wenn

Sludge das innere Lumen vollstandig ausgefiillt hat.
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3.5  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch SPSS ® (Version 22.0, IBM). Die
Untersuchung von mehreren Stents eines Patienten wurden als voneinander unabhangig
betrachtet. Die Verteilung der quantitativen und qualitativen Daten wird als Median
oder absolute oder relative Haufigkeiten dargestellt. Pearson’s Chi-Quadrat- Test und
Fisher’s exakter Test wurden genutzt um die Relation des Keimspektrums zur
kategorisierten Liegedauer und des Vorhandenseins von Sludge zu untersuchen.
Zusatzlich zu dieser univariaten Analyse der potentiellen Risikofaktoren wurde eine
multivariate Analyse durch logistische Regression durchgefihrt. Risikofaktoren, die
sich in der univariaten Analyse als signifikant herausstellten, wurden also durch eine
weitere multivariate Analyse untersucht. Alle Tests wurden ausgefiihrt auf einem

zweiseitigen 5% Signifikanzniveau.
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4 Ergebnisse

4.1 Basisdaten

Insgesamt wurden 130 Patienten (53 Frauen, 77 Manner) mit einem medianen Alter von
67 Jahren in die Studie eingeschlossen. Vom Patientenkollektiv wurden 343 extrahierte
biliare Stents analysiert. Diese Stentextraktionen erfolgten in insgesamt 234 Sitzungen,

hiervon waren 197 als elektiv zu bezeichnen.

Die Indikation fur die Stenttherapie war in 34,62% maligner, 61,54% benigner und
3,85% idiopathischer Genese. Innerhalo der malignen Gruppe war das
cholangiozelluldre Karzinom an erster Stelle der Ursachen (20/45), gefolgt von
Karzinomen des Pankreas (14/45). In der benignen Gruppe dominierte die inkomplette

Entfernung von Gallengangssteinen (47/80).

70 -
60 -
50 -

40

Prozent (%)

30 -

20

10 +

maligne benigne idiopathisch

Abb. 6: Indikationen fur die Stenttherapie.
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Tab. 2: Basisdaten.

Patientenanzahl 130
Medianes Alter in Jahren (Range) 67 (22-91)
Grund fir die Stenttherapie
Maligne Genese 45
- Cholangiokarzinom 20
- Pankreaskarzinom 14
- Hepatozelluléres Karzinom 1
- Lebermetastasen mit intrahepatischer bilidrer Obstruktion
e  Mammakarzinom 1
e Kolorektale Karzinome 6
e Magenkarzinom 1
e Malignes Melanom 1
e Lymphom 1
Benigne Genese 80
- Anastomosenstenose nach LTX 7
- Bilidre Leckage nach LTX 4
- Chronische Pankreatitis mit extrahepatischer Gallengangsobstruktion 4
- Biliare Striktur nach CHE 8
- Adenom der Papilla Vateri 1
- Insuffizienz des Ductus cysticus nach CHE 1
- Radiogene Gallengangsstenose 2
- Inkomplette Entfernung von Gallensteinen 47
- Primar sklerosierende Cholangitis 2
- Sekundar sklerosierende Cholangitis 2
- Biliom 2
Idiopathische Gallengangsstenosen 5
Totale Anzahl der bilidren Stents 343
Anzahl der bilidren Stents mit Sludge 149
Anzahl der bilidren Stents mit Okklusion 70
Mediane Stentliegedauer in Tagen (Range) 70 (1-3087)
Totale Anzahl der Stentextraktionen 234
Anzahl der Multistentingtherapie 90
Anzahl der elektiven Stentextraktionen 197
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Von 343 Stents konnte bei 149 bili&rer Sludge nachgewiesen werden. Zudem waren
70 der 343 Stents (20,41%) okkludiert. In 35,19 % (19/54) der Falle resultierte aus einer
Stentokklusion eine Cholangitis oder Cholestase. Die mediane Liegedauer bis zur
Stentextraktion betrug 70 Tage (1-3087 Tage).

4.2  Mikrobiologische Analyse

Von 343 bilidren Stents wurden insgesamt 2283 Mikroorganismen isoliert. An der
Gesamtanzahl der isolierten Mikroorganismen stellten aerobe Bakterien den Hauptteil
dar (1685/2283; [73,81%]), zu unterteilen in aerobe grampositive Bakterien (914/2283;
[40,04%]) und aerobe gramnegative Bakterien (771/2283; [33,77%]). Anaerobier
(409/2283; [17,92%]) und Hefepilze (genauer: Candida spp.) (188/2283; [8,23%])
waren die dritthdufigsten und  vierthdufigsten  nachgewiesenen  Mikro-

organismen. Insgesamt wurden 56 Gattungen mit 158 unterschiedlichen Arten isoliert.

m Aerobe grampositive
Bakterien

= Aerobe gramnegative
Bakterien

B Anaerobe Bakterien

u Pilze

Abb. 7: Prozentanteil von aeroben und anaeroben Bakterien sowie Pilzen (zu 99,47% bestehend aus

Candida spp.) bezogen auf die Gesamtanzahl der isolierten Mikroorganismen (n=2283).
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Bezogen auf die Anzahl der analysierten Stents (n=343), zeigte sich folgende
Verteilung: aerobe grampositive Bakterien konnten von 332 der 343 Stents
(332/343; [96,79%]) isoliert werden, gefolgt von aeroben gramnegativen Bakterien
(297/343; [86,59%]), Anaerobiern (212/343; [61,81%]) und Candida spp.
(155/343; [45,19%]).

100 ~
90 -
80
70 -
60 -
50 -
40
30
20 -
10 +

Prozent (%)

Aerobe grampositive Aerobe Anaerobier Candida spp.
Bakterien gramnegative
Bakterien

Abb. 8: Prozentuale Anteile von aeroben und anaeroben Bakterien sowie Pilzen (Candida spp.) bezogen
auf die Anzahl der analysierten bilidren Stents (n=343 [100%]).

Insgesamt war Enterococcus spp. die am haufigsten zu identifizierende Keimspezies
(504/2283; [22,08%]), zu finden auf 297 von 343 (86,59%) Stents. Es folgten Klebsiella
spp. (218/2283; [9,55%]), Streptococcus spp. (213/2283; [9,33%]), Candida spp.
(188/2283; [8,23%]) und Escherichia spp. (182/2283; [7,97%]), welche auf 180
(52,48%), 170 (49,56%), 155 (45,19%) und 170 (49,56%) Stents nachgewiesen wurden.

Innerhalb der Gruppe der grampositiven Bakterien isolierten wir (nach Enterococcus
spp.) an zweit- und dritthaufigster Stelle Streptococcus spp. (213/2283; [9,33%]) sowie
Staphylococcus spp. (39/2283; [1,71%]), kultiviert von 170 (49,56%) und 37 (10,79%)
bilidaren Endoprothesen.
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In der aerob gramnegativen Kategorie fihrte die Gruppe der Enterobacteriaceae
(665/2283; [29,13%]), isoliert von 279 (81,34%) Stents. Hier wurde Klebsiella spp. am
haufigsten nachgewiesen (218/2283; [9,55%]), darauf folgend Escherichia spp.
(182/2283; [7,97%]) und Enterobacter spp. (112/2283; [4,91%]), zu finden auf
180 (53,48%), 170 (49,56%) und 98 (28,57%) Stents. Nicht-fermentierende Bakterien
(36/2283; [1,58%]) wie bspw. Pseudomonas spp. und Acinetobacter spp. waren
nachweisbar auf 36 von 343 Stents (10,50%).

Weiterfuhrend konnten zudem 409 Anaerobier (17,92% von der Gesamtzahl der
Mikroorganismen) auf insgesamt 212 (61,81%) Stents dokumentiert werden. Davon
waren 149 Prevotella spp. (6,53%) von 123 Stents (35,86%) zu isolieren, anschlie3end
Clostridium spp. (106/2283; [4,64%]) von 98 (28,57%), Bacteroides spp. (64/2283;
[2,80%]) von 50 (14,58%) sowie Veillonella spp. (47/2283; [2,06%]) von 45 (13,12%)
der Stents. Fusobacterium spp. fanden sich auf 19 von 343 (5,54%) sowie

Propionibacterium spp. auf 14 von 343 (4,08%) Stents.

Die fast ausschlieflich nachgewiesene Pilzgattung war Candida (188/2283; [8,23%])
auf 155 (45,19%) Stents, in genauerer Betrachtung: Candida albicans (84/2283;
[3,68%]), Candida glabrata (51/2283; [2,23%]) und Candida tropicalis 0,74%
(17/2283). Candida albicans war auf 84 (24,49%), Candida glabrata auf 51 (14,87%)

und Candida tropicalis auf 17 (4,96%) der bilidren Endoprothesen zu dokumentieren.
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Totale Anzahl an Anzahl der isolierten Stents

Mikroorganismen [%0] [90]
Anzahl der Stents 343
thale Anza.hl der 2983
Mikroorganismen
Mediane Anzahl von
Mikroorganismen 01
QZL‘;:figampos't've 914; [40%] 332; [97%]
Enterococcus spp. 504; [22%] 297; [87%]
Enterococcus faecium 126; [6%)] 126; [37%)]
Enterococcus faecalis 223; [10%] 223; [65%]
Andere Enterococcus spp. 155; [7%] 133; [39%]
Streptococcus spp. 213; [9%)] 170; [50%)]
Streptococcus viridans Gruppe 211; [9%] 169; [49%)]
B-hamolysierende ) )
Streptokokken 2 [1%] 2 [1%]
Staphylococcus spp. 39;  [2%] 37;  [11%]
Staphylococcus aureus 12;  [1%] 12;  [3%]
Koagulase-negative . .
Staphylokokken 27 [1%] 27, [8%]
g\zste;rrei;erobe grampositive 158: [17%] 117: [34%]
Aerobg gramnegative 771 [34%] 297: [87%]
Bakterien
Enterobacteriaceae 665; [29%] 279; [81%]
Escherichia spp. 182; [8%] 170; [50%]
Klebsiella spp. 218; [10%] 180; [52%)]
Citrobacter spp. 77, [3%] 61; [18%]
Proteus spp. 39; [2%] 39; [11%]
Morganella spp. 17;  [1%)] 17;  [5%)]
Enterobacter spp. 112; [5%] 98; [29%]
Serratia spp. 1; [1%)] 1; [1%)]
Andere Enterobacteriaceae 19; [1%] 19; [6%]
Nicht-fermentierende Bakterien ~ 36; [2%)] 36; [10%]
Pseudomonas spp. 29;  [1%] 29; [8%]
Stenotrophomonas spp. 3; [1%)] 3; [1%)]
Acinetobacter spp. 3; [1%] 3; [1%]
g;steerger;:cht fermentierende 1 [1%] 1 [1%]
Q;ll((jtzrgez;erobe gramnegative 70 [3%] 58:  [17%]
Anaerobe Bakterien 409; [18%] 212; [62%]
Bacteroides spp. 64; [3%] 50; [15%]
Prevotella spp. 149; [7%] 123; [36%]
Fusobacterium spp. 19; [1%] 19; [6%]
Veillonella spp. 47,  [2%] 45;  [13%]
Clostridium spp. 106; [5%] 98; [29%]
Propionibacterium spp. 14;  [1%)] 14;  [4%)]
Andere Anaerobier 10; [1%] 10; [3%]

Tab. 3: Von bilidren Stents isoliertes Keimspektrum (aerob gramnegativ und grampositiv, anaerob).
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Totale Anzahl an Anzahl der isolierten Stents

Mikroorganismen [%0] [90]
Anzahl der Stents 343
thale Anza.hl der 2983
Mikroorganismen
Mediane Anzahl von
Mikroorganismen 01
Pilze
Candida spp. 188; [8%)] 155; [45%)]
Candida albicans 84; [4%] 84; [24%]
Candida tropicalis 17;  [1%)] 17; [5%)]
Candida glabrata 51; [2%] 51; [15%]
Candida krusei 3; [1%)] 3; [1%)]
Candida norvegensis 1; [1%)] 1; [1%)]
Candida dublinensis 2; [1%)] 2; [1%)]
Candida robusta 1; [1%)] 1; [1%)]
Andere Candida spp. 29; [1%)] 28; [8%]
Magnusiomyces spp. 1; [1%)] 1; [1%)]

Tab. 4: Von bilidren Stents isoliertes Keimspektrum (Pilze).

4.3  Analyse des Keimspektrums in Abhangigkeit von der Liegedauer

Abhdngig von der Liegedauer der extrahierten Stents definierten wir drei
unterschiedliche Gruppen: Gruppe | (1-15 Tage; 49 Stents), Gruppe Il (20-59 Tage,
100 Stents) und Gruppe Il (60-3087 Tage, 184 Stents). Abhangig von der Liegedauer

wurde die Keimzahl- und das Spektrum analysiert.

Insgesamt dominierten in allen drei Zeitgruppen aerobe grampositive Bakterien: Es
zeigten sich 87,76% der Stents von Gruppe | (43/49), 98,00% von Gruppe Il (98/100)
und 99,46% von Gruppe 111 (183/184) besiedelt mit aeroben grampositiven Bakterien.

In Gruppe | herrschten neben den aeroben grampositiven Bakterien (43/49; [87,76%])
Candida spp. (25/49; [51,02%]) vor. Aerobe gramnegative Bakterien und Anaerobier
wiesen einen Anteil von 44,90% (22/49) und 24,49% (12/49) auf. Die bilidren Stents
der Gruppe Il waren in 98,00% (98/100) von grampositiven aeroben Bakterien,
90,00% (90/100) von gramnegativen aeroben Bakterien, 67,00% (67/100) von
Anaerobiern und 42,00% (42/100) von Candida spp. besiedelt. In Gruppe 11l waren fast
gleiche Anteile an aeroben grampositiven (183/184; [99,46%]) und aeroben
gramnegativen Bakterien (176/184; [95,65%]) sowie ein hoher Anteil an Anaerobiern
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(127/184; [69,02%]) festzustellen. Candida spp. wurde am seltesten isoliert werden
(83/184; [45;11]).

100 -
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80 -
70 - = Aerobe grampositive
€0 Bakterien
g Aerobe gramnegative
t 50 - Bakterien
N
o e Anaerobier
& 40 -
30 - Candida spp.
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Abb. 9: Veranderung des Keimspektrums in Abhangigkeit von der Stentliegedauer. Es wurden drei
Zeitgruppen (Liegedauer) festgelegt: Gruppe I: 1-15 Tage, Gruppe Il: 20-59 Tage, Gruppe IlI:
60-3087 Tage, dargestellt durch die x-Achse.

Innerhalb der grampositiven Bakterien [p=0,01; 87,76% (Gr: 1); 98,00% (Gr. II);
99,46% (Gr. 1l1)] stieg die Inzidenz von Enterococcus spp. signifikant mit langerer
Liegedauer an [p=0,01; 48,97% (Gr. I); 90,00% (Gr. II); 95,11% (Gr. I11). Parallel dazu
lieBen sich signifikant mehr Anaerobier mit ldngerer Liegedauer feststellen
[p=0,01; 24,49% (Gr. 1); 67,00% (Gr. I1); 69,02% (Gr. I11)]. Ebenso verhielt es sich mit
aeroben gramnegativen Bakterien [p=0,01; 44,90% (Gr. 1), 90,00% (Gr. II),
95,65% (Gr. 111)], im Besonderen mit Hinblick auf die Gruppe der Enterobacteriaceae
[p=0,01; 34,69% (Cr. I), 82,00% (Gr. I1), 92,93% (Gr. I11)].

Eine langere Stentliegedauer ging insgesamt mit einer steigenden Anzahl an isolierten
Mikroorganismen einher [Gr. I: 178 Keime; Gr. 1I: 660 Keime; Gr. I1I: 1386 Keime].
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Auch die mediane Keimanzahl pro Stent nahm zu [Gr. I: 3(0-10); Gr. 1I: 6(2-13);
Gr. 111: 8(2-14)]. Das Spektrum sowie die Anzahl der Mikroorganismen in Relation zur

Stentliegedauer ist in Tabelle 5-7 dargestellt.
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Tab. 5: Spektrum und Anzahl der Mikroorganismen in Relation zur Stentliegedauer (aerob, grampositiv).

Anzahl der von Stents isolierten Anzahl der isolierten Stents pro
Mikroorganismen mit einer Keim bezogen auf die Liegedauer:
Liegedauer von:

1-15d 20-59d 60-3087d 1-15d 20-59 d 60-3087d p-Wert
(Gr. 1) (Gr. 1) (Gr.111) (Gr. 1) (Gr. 11) (Gr. 111)
Stentanzahl - - - 49 100 184 -
Totale Anzahl 178 660 1386 - - - -

(Mikro-

organismen)

Mediane Anzahl 3; [0-10] 6; [2-13] 8; [2-14] - - - -
(Mikro-

organismen)

Aerobe 92; [62%]  277;[42%)] 524;[38%] 43;[88%]  98;[98%]  183;[99%]  p=0,01
grampositive

Bakterien

Enterococcus spp.  28; [16%)] 162; [25%)] 300; [22%)] 24; [49%)] 90; [90%] 175; [95%)] p=0,01
Enterococcus 6; [3%)] 69; [10%] 142;[10%] 6; [12%] 69; [69%] 142; [77%)] p=0,01
faecalis

Enterococcus 16; [9%)] 46; [7%] 61; [4%] 16; [33%)] 46; [46%] 61; [33%] p=0,08
faecium

Andere 6; [3%] 47; [1%]  97; [T%] 6; [12%]  37;[37%]  85; [46%]  p=0,01

Enterococcus spp.

Streptococcus spp.  29; [16%] 59; [9%] 119; [9%] 21; [43%] 47; [47%] 98; [53%] p=0,34
Streptococcus 29; [16%] 58; [9%] 118; [9%] 21; [43%] 46; [46%] 98; [53%] p=0,30
viridans

-hamolysierende 0; [0%)] 1, [1%] 1;
Streptokokken

[1%] 0; [0%]  1; [1%] 1, [1%]  p=1,00

o]

o [1%] 18 [1%]  10;[20%]

[o°]

Staphylococcus 12; [7%)] ; [8%] 18; [10%)] p=0,06
Spp.

Staphylococcus 1; [1%]

w

o [1%] 7 [1%] 1 [2%] 3; [3%] 7, [4%] p=1,00
aureus
Koagulase- 11; [6%)]

negative

(82

© %] 11 [1%]  9; [18%]

a1

 [5%]  11; [6%]  p=0,02

Staphylokokken

Andere aerobe 23;[13%] 48, [7%] 87, [6%] 18;[37%] 32;[32%] 67; [36%] -

grampositive
Bakterien
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Tab. 6: Spektrum und Anzahl der Mikroorganismen in Relation zur Stentliegedauer (aerob, gramnegativ).

Anzahl der von Stents isolierten Anzahl der isolierten Stents pro
Mikroorganismen mit einer Keim bezogen auf die Liegedauer:
Liegedauer von:

1-15d 20-59d 60-3087d 1-15d 20-59 d 60-3087d p-Wert
(Gr. 1) (Gr.11) (Gr. 111) (Gr. 1) (Gr. 11) (Gr. 111)
Stentanzahl - - - 49 100 184 -
Totale Anzahl 178 660 1386 - - - -

(Mikro-

organismen)

Mediane Anzahl 3; [0-10] 6; [2-13] 8; [2-14] - - - -
(Mikro-

organismen)

Aerobe 35;[20%]  204;[31%] 511;[37%] 22;[45%]  90;[90%]  176;[96%]  p=0,01
gramnegative
Bakterien
Enterobacteriaceae  26; [15%]  165; [25%] 453; [33%] 17,[35%]  82;[82%]  171;[93%]  p=0,01

Escherichia spp. 8; [4%] 44; [7%] 122;[9%]  8; [16%]  43;[43%] 112; [61%)] p=0,01
Klebsiella spp. 5; [3%] 54; [8%)] 154; [11%] 4; [8%)] 48; [48%] 123; [67%)] p=0,01
Citrobacter spp.. 2; [1%)] 23; [3%] 51; [4%)] 2; [4%)] 18; [18%)] 40; [22%] p=0,02
Proteus spp. 0; [0%)] 8; [1%] 29; [2%] 0; [0%)] 8; [8%] 29; [16%] p=0,01
Morganella spp. 0; [0%)] 4;  [1%] 13; [1%] 0; [0%)] 4; [4%] 13; [7%] p=0,12
Enterobacter spp. 11; [6%)] 27; [4%] 69; [5%] 8; [16%] 23; [23%] 62; [34%] p=0,02
Serratia spp. 0; [0%)] 0; [0%] 1;  [1%] 0; [0%)] 0; [0%)] 1;  [1%] p=1,00
Andere 0; [0%)] 5;  [1%] 14; [1%] 0; [0%)] 5; [56%] 14; [8%)] -
Enterobacteriaceae

Nicht- 4; [2%] 15; [2%] 17; [1%]  4; [8%] 15; [15%] 17; [9%] p=0,27

fermentierende

Bakterien

Pseudomonas spp.  1; [1%)] 13; [2%] 15; [1%] 1; [2%] 13; [13%)] 15; [8%)] p=0,07
Stenotrophomonas  0; [0%] 2;  [1%)] 1, [1%] 0; [0%)] 2; [2%)] 1, [1%] p=0,56
spp.

Acinetobacter spp.  2; [1%)] 0; [0%] 1;  [1%] 2; [4%)] 0; [0%)] 1;  [1%] p=0,08
Andere nicht 1; [1%] 0; [0%] 0; [0%] 1; [2%)] 0; [0%)] 0; [0%] -
fermentierende

Bakterien

Andere aerobe 5; [3%] 24; [4%)] 41; [3%] 3; [6%)] 20; [20%] 35; [19%] -

gramnegative
Bakterien
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Tab. 7: Spektrum und Anzahl der Mikroorganismen in Relation zur Stentliegedauer (Anaerobier, Pilze).

Anzahl der von Stents isolierten Anzahl der isolierten Stents pro
Mikroorganismen mit einer Keim bezogen auf die Liegedauer:
Liegedauer von:

1-15d 20-59d 60-3087d 1-15d 20-59 d 60-3087d p-Wert
(Gr. 1) (Gr.11) (Gr. 111) (Gr. 1) (Gr. 11) (Gr. 111)
Stentanzahl - - - 49 100 184 -
Totale Anzahl 178 660 1386 - - - -

(Mikro-

organismen)

Mediane Anzahl 3; [0-10] 6; [2-13] 8; [2-14]
(Mikro-

organismen)

Anaerobier 18; [10%]  125;[19%] 254;[18%] 12;[24%]  67; [67%] 127; [69%] p=0,01
Bacteroides spp. 2; [1%] 18; [3%] 44; [3%] 2; [4%)] 13; [13%] 35; [19%] p=0,03
Prevotella spp. 10; [6%] 48; [7%] 87; [6%] 8; [16%]  39; [39%] 73; [40%] p=0,01
Fusobacterium 0; [0%] 2; [1%] 15; [1%] 0; [0%] 2; [2%] 15; [8%] p=0,02
spp.

Veillonella spp. 5; [3%] 21; [3%] 18; [1%] 5; [10%] 21; [21%]  17; [9%] p=0,08
Clostridium spp. 1, [1%] 28; [4%] 75; [5%] 1; [2%] 26; [26%] 69; [38%] p=0,01
Propionibacterium  0; [0%] 5;  [1%] 8; [1%] 0; [0%)] 5; [5%] 8; [4%] p=0,30
spp.

Andere Anaerobier  0; [0%)] 3;  [1%)] 7;  [1%] 0; [0%)] 3; [3%] 7;  [4%] -
Pilze

Candida spp. 33; [19%] 54; [8%]  96; [7%] 5;[61%]  42; [42%] 83; [45%]  p=0,58

2
Candida albicans 17; [10%] 27; [4%] 36; [3%] 1
Candida tropicalis 1, [1%] 7, [1%] 9, [1%] 1
Candida glabrata  5; [3%] 12; [2%] 33; [2%] 5
Candida krusei 0; [0%] 2;  [1%] 1, [1%] O

1 1

7.[35%] 27, [27%] 36; [20%]  p=0,62
D% 7 [T%] 9 [5%]  p=0/48
© [10%]  12; [12%] 33; [18%] p=0,24

[0%] 2; [2%] 1, [1%] p=0,56
Candida ;o [1%] 0; [0%] O; [0%] [2%] 0; [0%] ©O; [0%] p=0,15
norvegensis
Candida 0; [0%] 1;  [1%] 1, [1%] 0; [0%] 1, [1%)] 1;  [1%] p=1,00
dublinensis
Candida robusta 0; [0%] 1;  [1%] 0; [0%] O; [0%] 1, [1%)] 0; [0%] p=0,45
Andere Candida 9; [5%] 4;  [1%] 16; [1%] 8; [16%] 4, [4%] 16; [9%] -
spp.
Magnusiomyces 0; [0%] 0; [0%] 1, [1%] 0; [0%] 0; [0%] 1, [1%] p=1,00
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4.4  Einflussfaktoren auf eine Sludgeformation

Wir analysierten maogliche Zusammenhédnge zwischen einer Sludgeformation,
Seitenoffnungen, Keimbesiedlung und Durchmesser der Stents. In den Tabellen 8-10 ist
der Vergleich des Keimspektrums einer Stentbesiedlung mit und ohne Sludge
dargestellt. Um einen stérenden Einfluss der Liegedauer zu vermeiden, wurden nur
Stents mit einer Liegedauer von > 60 Tagen in die Analyse eingeschlossen. Dies
umfasste insgesamt 184 Stents (entsprechend der Gruppe I11), von welchen 98 Stents
mit Sludge, sowie 86 Stents ohne Sludge kategorisiert wurden. Insgesamt wurden
831 Mikroorganismen von der ersteren Gruppe, 555 Mikroorganismen von Stents ohne

Sludge isoliert. Die mediane Liegedauer betrug 93 Tage.

In der univariaten Analyse war ein signifikanter Unterschied von okkludierten zu
offenen Stents bei einem Nachweis von Streptococcus spp. [p=0,02; 60/98 (61,22%) vs.
38/86 (44,19%)], Staphylococcus spp. [p=0,01; 15/98 (15,31%) vs. 3/86 (3,49%)],
Bacteroides spp. [p=0,04; 24/98 (24,49%) vs. 11/86 (12,79%)], Prevotella spp. [p=0,03;
47198 (47,96%) vs. 27/86 (31,40%)], Fusobacterium spp. [p=0,03; 12/98 (12,24%) vs.
3/86 (3,49%)] und Clostridium spp. [p=0,02; 47/98 (47,96%) vs. 22/86 (25,58%)]

festzustellen.
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Abb. 10: Einfluss verschiedener Bakteriengattungen auf eine Sludgeformation. Die Grafik zeigt das in
der univariaten Analyse signifikant gesteigerte Vorkommen von Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,
Clostridium spp., Prevotella spp., Fusobacterium spp. und Bacteroides spp. auf Stents mit Sludge (98=
100%) im Vergleich zu Stents ohne Sludge (86=100%).

Alle Kategorien, die in der univariaten Analyse eine Signifikanz zeigten, wurden
weiterfihrend einer multivariaten Regressionsanalyse (Odds ratio 95% CI) unterzogen.
Dabei zeigte sich nur noch bei zwei Bakteriengattungen ein signifikanter Unterschied:
Clostridium spp.[p=0,02; OR (95% CI): 2,4(1,1-4,9)] und Staphylococcus spp.
[p=0,03; OR (95% CI): 4.3(1,1-16,5)].

Ebenfalls durch die multivariate Regressionsanalyse wurde der Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Mikroorganismen, Seiten6ffnungen, dem Durchmesser der
Stents und der Liegedauer im Bezug auf das Vorkommen einer Sludgeformation

untersucht.

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl der Mikroorganismen
[p=0,01; OR (95% CI): 1,3(1,1-1,5)], der Liegedauer [p=0,01; 1-15 Tage \vs.
20-59 Tage: OR (95% CI): 5,6(1,4-22); 1-15 Tage vs. 60-3087 Tage: OR (95% CI):
9,5(2,5-35,7)], dem Vorkommen von Seitenéffnungen [p=0,01; OR (95% CI): 3.5
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(1,6-7,9)] und dem Vorkommen einer Sludgeformation. Kein signifikanter
Zusammenhang bestand zwischen Sludge und dem Stentdurchmesser [p=0,32; OR
(95%Cl): 1,1(0,8-1,5)].
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Tab. 8: Vergleich des Keimspektrums einer Stentbesiedlung mit und ohne Sludge (aerob, grampositiv).

Sludge --- keinSludge  Sludge --- kein Sludge Uni- Multivariate
Anzahl der isolierten Anzahl der Stents variate Analyse
Mikroorganismen Analyse  p-Wert

OR(95%Cl)

Anzahl der 831;[100%]  555; [100%] - - - -
Mikroorganismen

Stentanzahl - - 98; [100%)] 86; [100%] - -
Mediane 93 93 93 93 - -
Liegedauer in

Tagen

Aerabe 317; [38] 207; [37%)] 98; [100%] 85; [99%] p=0,47 -
grampositive

Bakterien

Enterococcus spp.  176; [21%] 124; [22%)] 95; [97%] 80; [93%] p=0,30 -
Enterococcus 34; [4%] 27; [5%] 34; [35%]  27; [31%] p=0,64 -
faecium

Enterococcus 78; [9%] 64; [12%] 78; [80%] 64; [74%] p=0,40 -
faecalis

Andere 64; [8%] 33; [6%] 55; [56%]  30; [35%] - -
Enterococcus spp.

Streptococcus spp.  74; [9%] 45; [8%)] 60; [61%] 38, [44%] p=0,02 p=0,16;
1,6(0,8-3,1)

Streptococcus 74; [9%] 44; [8%] 60; [61%] 38; [44%] p=0,02 -

viridans

B-hamolysierende 0; [0%] 1, [1%] 0; [0%] 1, [1%)] p=0,47 -
Streptokokken

Staphylococcus 15; [2%] 3;  [1%] 15; [15%] 3; [3%] p=0,01 p=0,03;
spp. 4,3(1,1-16,5)

Staphylococcus 7, [1%] 0; [0%] 7, [7%] 0;

aureus

[0%] p=0,02 -

Koagulasenegative  8; [1%)] 3, [1%] 8; [8%] 3 [3%] p=0,18 -

Staphylokokken

Andere 52; [6%] 35; [6%] 40; [41%] 27; [31%] - -
grampositive

Bakterien
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Tab. 9: Vergleich des Keimspektrums einer Stentbesiedlung mit und ohne Sludge (aerob, gramnegativ).

Sludge --- keinSludge  Sludge --- kein Sludge Uni- Multivariate
Anzahl der isolierten Anzahl der Stents variate Analyse
Mikroorganismen Analyse  p-Wert
OR(95%CI)
Anzahl der 831; [100%]  555; [100%] - - - -
Mikroorganismen
Stentanzahl - - 98; [100%] 86; [100%] - -
Mediane 93 93 93 93 - -
Liegedauer in
Tagen
Aerabe 302; [36%] 209; [38%] 95; [97%] 81; [94%] p=0,48 -
gramnegative
Bakterien
Enterobacteriaceae  260; [31%]  193; [35%]  93; [95%] 78; [91%] p=0,27 -
Escherichia spp. 69; [8%] 53; [10%] 65; [66%] 47; [55%] p=0,11 -
Klebsiella spp. 91; [11%] 63; [11%] 70; [71%] 53; [62%] p=0,16 -
Citrobacter spp. 29;  [3%] 22;  [4%] 25; [26%] 15; [17%] p=0,19 -
Proteus spp. 16; [2%] 13;  [2%)] 16; [16%)] 13; [15%] p=0,82 -
Morganella spp. 5; [1%] 8; [1%)] 5;  [5%] 8, [9%] p=0,27 -
Enterobacter spp. 41; [5%] 28; [5%] 36; [37%] 26; [30%] p=0,35 -
Serratia spp. 1; [1%] 0; [0%] 1, [1%] 0; [0%] p=1,00 -
Andere 8; [1%)] 6; [1%)] 8; [8%] 6; [7%] - -
Enterobacteriacea
e
Nicht- 10; [1%] 7, [1%] 10; [10%] 7, [8%] p=0,63 -
fermentierende
Bakterien
Pseudomonas spp. ~ 8; [1%] 7; [1%] 8; [8%] 7;  [8%] p=1,00 -
Stenotrophomonas  1; [19%)] 0; [0%] 1;  [1%] 0; [0%] p=1,00 -
spp.
Acinetobacter spp.  1; [19%)] 0; [0%)] 1;  [1%] 0; [0%] p=1,00 -
Andere nicht- 0; [09%] 0; [0%] 0; [0%] 0; [0%] - -
fermentierende
Bakterien
Andere 32; [4%] 9; [2%)] 27; [28%] 8; [9%] - -
gramnegative
Bakterien
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Tab. 10: Vergleich des Keimspektrums einer Stentbesiedlung mit und ohne Sludge (Anaerobier, Pilze).

Sludge --- keinSludge  Sludge --- kein Sludge Uni- Multivariate
Anzahl der isolierten Anzahl der Stents variate Analyse
Mikroorganismen Analyse  p-Wert

OR(95%Cl)

Anzahl der 831;[100%]  555; [100%] - - - -
Mikroorganismen

Stentanzahl - - 98; [100%] 86; [100%] - -
Mediane 93 93 93 93 - -
Liegedauer in

Tagen

Anaerobier 167; [20%] 87; [16%] 79;[81%]  48; [56%] p=0,01 -

Bacteroides spp. 30; [4%] 14;  [3%] 24; [24%] 11; [13%] p=0,04 p=0,83;
2,2(0,9-5,3)

Prevotella spp. 57, [7%] 30; [5%] 47; [48%]  27; [31%] p=0,03 p=0,44;
1,3(0,6-2,8)

Fusobaterium spp.  12; [1%)] 3; [19%] 12; [12%] 3; [3%] p=0,03 p=0,24;
2,3(0,5-9,2)

Veiollonella spp. 11;  [1%] 7, [1%] 10; [10%] 7; [8%)] p=0,14 -

Clostridium spp. 49; [6%] 26; [5%] 47; [48%] 22; [26%] p=0,02 p=0,02;
2,4(1,1-4,9)

Propionibacterium 7, [1%] 1 [1%] 7, [7%] 1, [1%] p=0,07 -
spp.

Andere Anaerobier 1; [1%)] 6; [1%)] 1, [1%] 6; [7%] - -
Candida spp. 44;  [5%] 52; [9%] 39; [40%] 44; [51%] p=0,12 -
Candida albicans 21;  [3%] 15;  [3%)] 21; [21%] 15; [17%] p=0,50 -
Candida tropicalis ~ 6; [19%)] 3; [19%)] 6; [6%] 3;  [3%] p=0,51 -

Candida glabrata 10; [1%] 23;  [4%] 10; [10%] 23; [27%] p=0,04 p=0,10;
0,5(0,2-1,2)

Candida krusei 1, [1%] 0;  [0%] 1, [1%] 0; [0%)] p=1,00 -
Candida robusta 0;  [0%] 0;  [0%] 0; [0%] O; [0%] - -

Candida 0, [0%] 1, [1%] 0, [0%] 1, [1%] p=047 -

dublinensis
Andere Candida 6; [1%] 10; [2%] 6; [6%] 10; [12%)] - -
Spp.

Magnusiomyces 1; [19%)] 0; [0%)] 1;  [1%] 0; [0%] p=1,00 -
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5 Diskussion

Die biliare Stenttherapie gehort zu den Standardtherapieverfahren von multiplen
Krankheitsbildern in der heutigen endoskopischen Gastroenterologie. Durch
intraluminale Sludgeakkumulation kann es jedoch zu Stentokklusionen kommen,
weshalb bilidre Plastikstents nach spétestens 3 Monaten gewechselt werden sollten. Die
Biofilmentstehung an Oberflachen und nachfolgende Sludgeentwicklung ist ein
multifaktorieller Prozess. Eine bakterielle Beteiligung an einer Sludgeformation gilt
heute als gesichert [48, 95].

In dieser Studie wurden 2283 Mikroorganismen von insgesamt 343 biliaren Stents
isoliert. Vorhergegangene Untersuchungen des Keimspektrums von Gallengangstents
erfolgten mit einer weit geringeren Fallzahl an Endoprothesen (n= 18-51) [15, 47, 68,
90, 131]. Mit unserer hohen Fallzahl gewahrleisteten wir somit eine représentativere

Keimanalyse.

Von den insgesamt 2283 isolierten Mikroorganismen wurden 914 (40,04%) als aerob
grampositiv, 771 (33,77%) aerob gramnegativ, 409 (17,92%) anaerob und 188 (8,23%)
Candida spp. identifiziert.

Enterococcus spp. traten am haufigsten auf (504 von 2283 Keimen [22,08%]) und
wurden von 297 von 343 Stents (86,59%) isoliert. Der bisherige Stand der Literatur
bestarkt diese Ergebnisse. Enterococcus spp. war stets die haufigste bakterielle Art, die
von biliaren Stents isoliert wurden [15, 67, 68, 99, 110, 162]. Darauf folgend wurden
ebenfalls die Haufigkeit betreffend in absteigender Reihenfolge Klebsiella spp.
(218 von 2283 Keimen [9,55%)]; 52,48% der Stents), Streptococcus spp.
(213 von 2283 Keimen [9,33%]; 49,56% der Stents), Candida spp.
(188 von 2283 Keimen [8,23%]; 45,19% der Stents) und Escherichia spp. (182 von
2283 Keimen [7,97%]; 49,56% der Stents) isoliert. Das bakterielle Spektrum lasst
darauf schlieBen, dass die Bakterien aus dem Duodenum stammen. Dies konnte
erklarbar sein durch die Hypothese, dass beim transpapillédren Einsetzen von bilidren
Stents ein (Teil-)Verlust der Funktion des Sphinktermuskels erfolgt und Bakterien aus

dem Duodenum aszendieren konnen [150]. Das Auffinden von pflanzlichen Fasern bei
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der  mikroskopischen  Untersuchung von bilidfren  Stents unterschiedlicher
Plastikmaterialien unterstltzt diese Hypothese zusétzlich [159]. Der Ansatz, durch
spezielle Anti-Refluxstent-Designs bilioduodenalen Reflux zu verhindern und einer
Stentokklusion vorzubeugen, zeigte in einer Studie aus dem Jahr 2007 eine Klinisch
langere Offenheitsdauer in der Patientengruppe mit Anti-Refluxstents (145 Tage vs.
101 Tage bei herkdbmmlichen bilidren Plastikstents; p<0,01) [52]. Eine Studie von
Vihervaara et al. aus dem Jahr 2016 zeigte jedoch kirzere Offenheitsraten fir

Antirefluxstents im Vergleich zu konventionellen Plastikstents [160].

Die hohe Inzidenz von Anaerobiern (17,92%) in unserer Studie konnte auf gute
praanalytische anaerobe Verhaltnisse und eine korrekte Verarbeitung der Stents
hinweisen. Die Inzidenz von Anaerobiern in Galle oder aus Biofilmen von bilidren
Stents wird in der Literatur zwischen 2% und 54% beschrieben [15, 68, 90, 139]. In
der Mehrzahl der Publikationen wurden Bacteroides spp. und Clostridium spp. als
haufigste anaerobe Keimarten analysiert [47, 68, 90, 139]. In unserer Studie
dominierten Prevotella spp. und Clostridium spp. an erster und zweiter Stelle. Eine
mogliche Ursache der Variabilitat bzw. Spannbreite der Ergebnisse, vor allem beziiglich
der Inzidenz, konnte zum einen durch die Praanalytik (die Stents wurden nach
Extraktion umgehend prépariert und angelegt) als auch durch die
Differenzierungsmethode zu erklaren sein. MALDI-TOF (matrix-associated laser
desorption/ ionization-time of flight mass spectrometer) ist eine relativ neuartige
Methode zur molekularen Speziesidentifizierung mit hoher Sensitivitat und Spezifitiat.
Diese beruht auf der Analyse ribosomaler Proteine und erlaubt eine schnellere

Differenzierung im Vergleich zu biochemischen Testmethoden [30, 165].

Bakterielle Mikroorganismen sind zudem innerhalb des Biofilms in eine amorphe
Schicht eingebettet, die wie eine ,,Schutzbarriere” fungiert. Durch Beschallung mit
niederfrequentem Ultraschall bei geringer Intensitat wird die Haftung des Biofilms an
der Stentoberflache durch Bildung von Dampfblasen und Scherkréften vermindert, so
dass sich der Biofilm von der Stentoberflache ablésen kann [20, 118, 156]. Durch zuvor
durchgefiihrtes ,,Vortexen“ werden zusétzlich Mikroblasen erzeugt, die den
Kavitationseffekt der anschlieBenden Ultraschallbehandlung verbessern [156]. Es wurde

zudem gezeigt, dass bei der Behandlung mit niederfrequentem Ultraschall und geringer
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Intensitat die Lebensfahigkeit der Mikroorganismen erhalten bleibt [123]. Die im
sogenannten Sonifikat gewonnen Mikroorganismen werden dann direkt kultiviert und
mit  Hilfe  der  Matrix-unterstitzten  Laserdesorptions-/lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie analysiert. Diese neuartige Ultraschallmethode wurde bereits
mehrfach angewandt sowie getestet und zeigte eine erfolgreiche Ablosung von
Mikroorganismen aus Biofilmen von Stent- und Implantatoberflachen [20, 118, 122,
129, 156].

Candida spp. konnte auf 155 Stents (45,19%) nachgewiesen werden. Candida albicans
(84 von 2283 Keimen [3,68%]) wurde am haufigsten isoliert, gefolgt von Candida
glabrata (51 von 2283 Keimen [2,23%]). Auch in weiteren Studien konnte das
Vorkommen von Candida spp. belegt werden [68]. Candida ist ein Hefepilz und
physiologischer Kommensale, der sich auf den Schleimhduten vieler Menschen befindet
und fakultativ pathogen ist. Es ist bereits bekannt, dass Candida spp. Biofilme auf
implantierten  Biomaterialien wie beispielsweise zentralen und peripheren
Venenkathetern, Urinkathetern und Gelenksprothesen bildet [124]. Die in-vitro-
Entwicklung eines Biofilms von Candida albicans (strukturell mikroskopisch zu
beschreiben als ein dichtes Netzwerk aus Hefezellen und Hyphen, eingebettet in
exopolymerem Material) verlauft - dhnlich zu der Entwicklung von bakteriellen
Biofilmen - zusammengefasst in den Schritten Adhdrenz, Formation von
Mikrokolonien, Filamentbildung und darauffolgend Entwicklung eines einschichtigen
Zellrasens, Proliferation und weitere Reifung [125]. Auch in in-vitro-Biofilmen von
Candida albicans zeigt sich eine erhéhte Resistenz gegen antifungale Agenzien wie
klinisch verwendetes Fluconazol und Amphotericin B im Hinblick auf die Wirksamkeit
bei vergleichbaren planktonischen Zellen [125]. Das Vorkommen von Candida spp. trat
in einer Studie aus dem Jahr 2016 vermehrt bei Patienten mit kurzlich

vorausgegangener prolongierter antibiotischer Therapie auf [99].

In unserer Auswertung (univariate Analyse) besteht ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer gesteigerten Sludgeformation und dem Vorkommen von Streptococcus
spp. [p=0,02; 60(61,22%) vs. 38(44,19%)], Staphylococcus spp. [p=0,01; 15(15,31%)
vs. 3(3,49%)] und vor allem Anaerobiern wie Bacteroides spp. [p=0,04; 24(24,49%) vs.
11(12,79%)], Prevotella spp. [p=0,03; 47(47,96%) vs. 27(31,40%)], Fusobacterium
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spp. [p=0,03; 12(12,24%) vs. 3(3,49%)] und Clostridium spp. [p=0,02; 47(47,96%) vs.
22(25,58%)]. In der multivariaten Regressionsanalyse ist nur noch ein signifikanter
Zusammenhang  durch  Clostridium  spp.  [p=0,02; OR (95% CI):
2.4(1,1-4,9)] und Staphylococcus spp. [p=0,03; OR (95%): 4,3(1,1-16,5)] zu
beobachten. In einer friiheren Studie von Guaglianone et al. wurde eine stark erhohte
Schleimproduktion sowohl bei Bacteroides fragilis, Fusobacterium necrophorum,
Prevotella intermedia und Veillonella spp., sowie Clostridium baratii, Clostridium
perfringens und Peptostreptococcum magnus festgestellt [68]. Diese gesteigerte
Schleimproduktion scheint mit einer erhéhten Aktivitdt des Enzyms B-Glukuronidase
durch  Dekonjugation von Bilirubin und nachfolgender Ausfallung von
Calciumbilirubinaten und Sludgeformation in Zusammenhang zu stehen [101]. Vor
allem Clostridium perfringens wies in mehreren Studien eine erhéhte Expression der
bakteriellen B-Glukuronidase auf [47, 90, 92]. Auch das Enzym Phospholipase C kann
Lecithin hydrolysieren und Calciumpalmitat ausféllen und so zu vermehrter
Sludgebildung flhren. Phospholipase C wird ebenfalls vor allem durch - von bilidren
Stents isolierten - Clostridien produziert [90]. Infolgedessen kdnnte der Zusammenhang
zwischen Anaerobiern und einer Sludgeformation durch eine gesteigerte bakterielle
Enzymaktivitat zu erkldren sein. In jedem Fall kann die groBe Menge an Anaerobiern in
okkludierten Stents auf ideale anaerobe Verhaltnisse innerhalb des Biofilms hinweisen.

Ebenfalls in signifikant erhéhten Mengen konnten Staphylokokken von okkludierten
Stents im Vergleich zu nicht-okkludierten Stents nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis steht in Einklang mit einer Studie der Arbeitsgruppe um Rosa et al. [131].
Derzeit geht man davon aus, dass Staphylokokken eine bedeutende Rolle in der
Biofilmbildung auf implantierten Biomaterialien einnehmen [7]. Staphylokokken haben
die Fahigkeit zu einer erhohten Schleimproduktion, die vor allem bei Staphylococcus
aureus und epidermidis beobachtet werden kann [3]. Als fur die Biofilmbildung
bedeutsame genetische Grundlage wurde der ica (intercellular adhesion)-Locus erstmals
in S. epidermidis entdeckt, welcher fur die Synthese des extrazellulédren Polysaccharids
PIA (polysaccharide intercellular adhesion) und somit fur die Zell-Zell-Adhé&sion von
groRer Relevanz ist [72]. Etwas spater wiesen Cramton et al. den ica-Locus ebenfalls in

S. aureus nach [39]. Aber auch eine Vielzahl anderer Oberflachenproteine (z.B. BAP
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(biofilm-associated-protein), AAP (accumulation-associated-protein), SasC, Protein A
etc.) fordern die Adhasion und Zell-Zell-Verbindungen der Bakterien untereinander [7].

Wir konnen nur annehmen, dass ein verdndertes bilidres Keimspektrum von
okkludierten Stents mit einer Kklinischen Relevanz einhergeht. Die Hauptzahl der
Stentextraktionen wurden elektiv durchgefihrt, weshalb Blutkulturen nur in einer sehr
geringen Anzahl bei Patienten mit akuten Symptomen einer Cholangitis abgenommen
wurden. Dementsprechend wurde keine vergleichende Analyse durchgefuhrt, ob sich
das von Biofilmen von okkludierten Stents isolierte Keimspektrum von dem von
Blutkulturen unterscheidet. Hierzu analysierten Park et al. das Keimspektrum von
Blutkulturen von Patienten mit bakteriamischer Gallengangsinfektion mit dem
Keimspektrum der Gallenflissigkeit. Von 266 Proben waren 258 Galleflussigkeiten
bakteriell positiv. Von diesen 258 Galleproben enthielten 80 dieselben
Mikroorganismen wie das Keimspektrum des Blutes, 129 zeigten teilweise eine
Ubereinstimmung und 49 ergaben ein komplett unterschiedliches Keimspektrum
verglichen mit Blutkulturen [120]. In unserer Studie erfolgte keine parallele
Gallenuntersuchung, so dass man nur spekulieren kann, ob das Keimspektrum des
Biofilms auf biliaren Stents mit demselben Keimspektrum der Gallenflissigkeit

einhergeht.

Es existieren bereits mehrere Untersuchungen, die eine eindeutige Veranderung des
Keimspektrums der Gallenfliissigkeit bei liegendem bilidrem Stent nahelegen. In einer
Studie von Rerknimitr et al. unterschied sich das bakterielle Spektrum der Galle von
Patienten ohne Stent verglichen mit Patienten mit biliarem Stent signifikant (p=0,05): es
konnten mehr Enterokokken bei Patienten mit bilidrer Endoprothese und haufiger eine
Bakteriamie bei Patienten mit positiver Galle nachgewiesen werden [126]. In einer
weiteren Studie wurde das Keimspektrum bei Patienten mit Cholangitis mit
Endoprothese und ohne Endoprothese untersucht. Die Inzidenz von Enterococcus spp.
(p=0,011) und nicht-fermentierenden Bakterien (p=0,001) war signifikant gesteigert in
Cholangitisepisoden mit bilidrer Endoprothese verglichen mit Cholangitisepisoden ohne
bilid&ren Endoprothesen. Ebenfalls wurden signifikant mehr Pseudomonas aeruginosa
(p=0,027) und Enterococcus faecium isoliert von Patienten mit bilidrer Stenteinlage

(p=0,013). Die Anzahl der Enterokokken, die von Blutkulturen isoliert wurden, war
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interessanterweise in Cholangitisepisoden mit liegendem Stent hoher als in
Cholangitisepisoden ohne Stent [162]. Ob eine Einnahme von Protonen-
pumpeninhibitoren bei Patienten mit einer akuten Cholangitis einen Einfluss auf das
bilidre Keimspektrum hat, wurde ebenfalls analysiert. PPI-Einnahme resultierte dabei in
23% der Félle in eine erhdhte Anzahl von bilidren Keimen. Stenttherapie,
vorausgegangene Interventionen (ERCP, PTCD), Alter, Geschlecht und Genese spielten
in dieser Studie keine signifikante Rolle fur die Bakterienanzahl. Allerdings zeigte sich

eine signifikant héhere Inzidenz von oropharyngealer Flora im bilidren Trakt [137].

In der Vergangenheit verdichteten sich Hinweise, dass das Vorhandensein von
Seitendffnungen an bilidren Stents mit einer vermehrten Sludgebildung und
Stentokklusion einhergehen [31, 48]. Auch in unserer Studie war das Vorhandensein
von Seitenoffnungen mit signifikant vermehrtem Sludge verbunden [p=0,01;
OR(95% CI): 3.5(1.6-7.9)]. Stents mit Seiten6ffnungen wurden entwickelt, um einen
besseren Abfluss der Galle zu gewahrleisten. Bereits 1985 erforschten Rey et al.
allerdings, dass multiple Seitendffnungen keine erhohte Effizienz der Endoprothese
induzieren, sondern durch feine Storungen des Flussigkeitsflusses zu einem erhéhten
Widerstand der Prothese flihren [127]. Die Bedeutung dieser Erkenntnisse fiir die Klinik
ist weiterhin unklar. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse erhoffte man sich durch die
Entwicklung von Teflonstents ohne Seitenéffnungen (sogenannte Tannenbaumstents)
eine signifikant niedrigere Verkrustung mit Slugde [17]. Sung et al. verglichen die
klinische Wirksamkeit von Polyethylenstents mit Seitenéffnungen mit Polyethylenstents
ohne  Seitendffnungen  bei  Patienten  mit  maligner  oder  benigner
Gallengangsobstruktion. Zwischen beiden Gruppen konnte kein signifikanter Gewinn
der Stents ohne Seitenéffnungen beziiglich der Okklusionshdufigkeit gezeigt werden
(Seitenoffnungen 7.8 Wochen, ohne Seitendffnungen 7.9 Wochen) [146]. Auch die
klinische Arbeitsgruppe um Catalano et al. stellten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Stentdesigns ,,Tannenbaum®“ Teflon-Stents (keine Seitendffnungen,
niedriger Friktionskoeffizent) und herkédmmlichen Polyethylenstents beziiglich der
Okklusionsresistenz fest [23]. In einer anderen klinischen Studie konnte jedoch eine
signifikant bessere Durchgangigkeitsdauer von Plastikstents ohne Seiten6ffnungen und

Metallstents im Vergleich zu Plastikstents mit Seitendffnungen beobachtet werden bei
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Patienten mit maligner Obstruktion (vor allem Patienten mit Pankreaskarzinom als
Genese der Obstruktion profitierten) [115].

Der Stentdurchmesser spielte in unserer Studie keine signifikante Rolle im Hinblick auf
eine gesteigerte Sludgeformation [p=0,32; OR (95% C1):1.1(0.8-1.5)]. In der bisherigen
Literatur wird die Bedeutung des Stentdesigns und Durchmessers kontrovers diskutiert.
In einer Studie von Speer et al. zeigte sich eine signifikant reduzierte Inzidenz einer
Cholangitis bei Patienten mit 10 Fr.- im Vergleich zu 8 Fr.-Stents, ebenso wie eine
langere Stentliberlebensdauer bis zur Okklusion [144]. Bei Patienten mit
Pankreaskarzinom konnte allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen 10 Fr.-
und 11,5 Fr.-Stents festgestellt werden [121]. Eine neuere Studie aus dem Jahr 2014
unterstitzt die Hypothese, dass weder Durchmesser (10-Fr./7-Fr.) noch Form
(gerade/pigtail) einen signifikanten Einfluss auf das Vorkommen von Mikroorganismen
hat [15].

In unserer Studie wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Mikroorganismen [p=0,01; OR(95% CI):1,3(1,1-1,5)] und der Liegedauer [p=0,01,;
1-15 Tage vs. 20-59 Tage: OR (95% CI): 5,6(1,4-22); 1-15 Tage vs. 60-3087 Tage:
OR (95% CI): 9,5(2,5-35,7)] auf die Sludgebildung ermittelt. Es gab bis zu unserer
Datenerhebung noch keine andere vergleichbare Studie, die Uber eine so groRe
Zeitspanne der Liegedauer (Gruppe I: 1-15 Tage, Gruppe 1l: 20-59 Tage, Gruppe IlI:
60-3087 Tage) verfiigte und ihre Auswirkung auf ein vermehrtes Vorkommen von
Sludge untersucht hat. Basioukas et al. beobachteten im Jahr 2014 eine statistische
Korrelation zwischen Stentliegedauer und Anzahl der Mikroorganismen (p<0,05).
Jedoch waren keine speziellen Bakterienarten mit einer bestimmten Liegedauer
assoziiert. Escherichia coli konnte haufiger bei benignen Erkankungen isoliert werden
(p<0,05) [15]. Eine Studie aus dem Jahr 2012 untersuchte Zusammenhdange zwischen
unterschiedlichen Variablen und einer frihzeitigen Stentokklusion. Weibliches
Geschlecht scheint protektiv zu sein, wohingegen hildre Strikturen mit einem signifikant
erhohtem Vorkommen einer frihzeitigen Stentokklusion einhergeht. Eine groRere
Anzahl von Stents (Multistenttherapie), vorangegangene Stentokklusion, das Alter, eine
noch vorhandene Gallenblase und durchgefiihrte Sphinkterotomie waren nicht

signifikant mit dem Auftreten einer friihen Stentokklusion assoziiert. Ebenso existierte
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kein Unterschied zwischen dem Indikationsgrund und einer frihen Stentokklusion
(benigne vs. maligne Grunderkrankung) [84].

In unserer Studie trat eine Stentokklusion im medianen Durchschnitt nach einer
Liegedauer von 70 Tagen auf. Insgesamt waren 70 von 343 Stents (20%) okkludiert.
Von diesen 70 Stents fuhrten nur 35% der Stentokklusionen zu einer klinischen

Cholestase mit oder ohne Cholangitis.

Die Stentoffenheitsdauer von konventionellen bilidren Plastikstents liegt in zwei
weiteren klinischen Studien zwischen 94,6-126 Tagen [28, 42]. Bei beiden
Untersuchungen wurde die Stentoffenheitsdauer bei Patienten mit malignen
Gallengangsobstruktionen untersucht und die Ergebnisse von selbst expandierbaren
Metallstents und Plastikstents verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikant langere
Offenheitsdauer bei Metallstents, jedoch keine signifikante Auswirkung auf das
Gesamtlberleben [28, 42]. Es scheinen keine Unterschiede in der Stentoffenheitsdauer

zwischen Patienten mit benigner und maligner Grunderkrankung zu existieren [106].

Um eine frihzeitige Stentokklusion mdglicherweise zu verhindern, wurden in der
Vergangenheit bereits ldeen entwickelt, um eine langere Offenheitsdauer zu
gewadhrleisten. Studien, die den Einfluss von einer systemischen Antibiotikagabe auf die
Stentoffenheitsdauer untersucht haben, fuhrten zu gegensatzlichen Ergebnissen. Durch
Gabe von Ursodesoxycholsdure und Norfloxacin wurde eine deutlich lédngere
Offenheitsdauer, ein  langeres medianes Uberleben und eine  kirzere
Klinikaufenthaltsdauer berichtet [12]. In einer in-vitro-Studie wurde auflerdem gezeigt,
dass die Beschichtung von Polyethylenstents mit Amipicillin/Sulbactam mit einer
signifikant  geringeren  Biofilmbildung einhergeht [157]. Ebenso reduzierte
Ciprofloxacin in vitro 10- bis 100-fach die Anzahl der angelagerten Escherichia coli
[89]. Diese Ergebnisse konnten klinisch jedoch nicht die erhofften Erfolge hinsichtlich
einer signifikant reduzierten Stentokklusionsrate und einem langeren Gesamtiiberleben
zeigen. Eine Kombination aus Ciprofloxacin und Rowachol, einem pflanzlichen Ol,
welches die Gallesekretion steigert, konnte in einer klinischen Studie von Luman et al.
keine Verbesserungen erzielen [100]. Die Gabe von Ursodesoxycholsaure und/oder
Antibiotika als Stentokklusionsprophylaxe zeigte bei Patienten mit malignen Strikturen

der Gallengange, die mit Polyethylenstents therapiert wurden, keine signifikanten
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Unterschiede in der Stentoffenheitsdauer oder Mortalitdt im Vergleich zu den
Kontrollen [61]. Auch eine Follow-Up-Studie von Ghosh et al. belegte keinen
signifkanten Nutzen einer Kombinationstherapie mit Ursodesoxycholsaure und
Antibiotika hinsichtlich der Stentoffenheitsdauer und des Gesamtiiberlebens [62].

Ein vielversprechender Ansatz zur Reduktion der Stentokklusionsrate sind
antimikrobiell beschichtete Stents. Leung et al. testeten in vitro silberiiberzogene
Polyurethanstents als Oberflaichenmodifikation. Dabei wurde eine 10- bis 100-fache
Reduktion der bakteriellen Adhdrenz beobachtet [94]. Auch in einer in-vitro-Studie aus
dem Jahr 2016 war elektronenmikroskopisch eine begrenzte Anzahl von Bakterien
sowie keine ersichtliche Biofilmbildung auf silberbeschichteten Plastikstents beobachtet
worden [167]. In-vivo-Studien, die diesen Sachverhalt untersuchen, stehen noch aus.
Die Beschichtung der Stentoberflache mit Heparin korrelierte ebenfalls mit einer
signifikant geringeren Akkumulation von Sludge [55]. Vielversprechendes Material fur
Stents ist das ,,.Diamond-like carbon® (i.e. Diamantéhnliche Kohlenstoffschicht),
welches mit einem niedrigen Reibungskoeffizienten, einer extrem hohen Materialharte,
Abriebfestigkeit, Antithrombogenitdt und chemischen Resistenz fiir eine geringere
Stenosierungsrate und Biofilmbildung von und auf medizinischen Endoprothesen
Uberzeugen konnte [133] [22]. Auch aus dem Gebiet der Urologie zeigten sich
diesbeziiglich neue Perspektiven. Herkdmmliche Harnleiterschienenmaterialien wurden
mit plasmadeponierten amorphen kohlenstoffbeschichteten Testschienen in vitro
verglichen, hierbei zeigte sich bis zu 30x weniger Mineralisat auf beschichtetem
Material im Sinne einer deutlich verminderten Inkrustationstendenz sowie ein

niedrigerer Reibungskoeffizient [87].

Die antimikrobielle bzw. antiadh&sive Beschichtung von bilidren Endoprothesen ist ein
vielversprechender Ansatz die Stentokklusionsrate zu reduzieren. Dieser Ansatz muss

jedoch in weiteren Studien aufgegriffen und diskutiert werden.

Die Limitiationen dieser Studie sind darin zu sehen, dass die Wahl und Liegedauer der
bilidren Stents nicht beeinflusst werden konnte. Ebenso erfolgte die Datenerhebung
unizentrisch, Keimspektren und folgend keimassoziierte Veranderungen konnen
geographisch jedoch divergieren. Zudem war der Zeitpunkt der Stentextraktion und die

Entscheidung, welcher Stent eingesetzt wurde, nicht standardisiert. Eine weitere
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Limitation konnte sein, dass wéahrend der ERCP die Stentextraktion bei Stents grof3eren
Durchmessers durch kompletten Riickzug des Untersuchungsgerats erfolgte und damit
eine Verunreinigung durch Keime des Duodenums und der Mundhéhle nicht sicher
auszuschlielen ist. Durch Abreiben der gezogenen Endoprothesen mit 70%igem
Alkohol reduzierten wir das Risiko jedoch. Stents kleineren Durchmessers konnten

geschiitzt durch den Arbeitskanal gezogen werden.

AbschlieBend l&sst sich aus unserer Studie schlussfolgern, dass sich das mikrobielle
Spektrum an der Oberflache von bilidren Stents in Abhangigkeit von der Liegedauer
verdanderte. Das Auftreten von bilidrem Sludge war hierbei mit einem erhohten
Vorkommen von Staphylococcus spp. sowie Clostridium spp., Seitenéffnungen und
einer langeren Liegedauer assoziiert. Obwohl diese Faktoren eine Stentokklusion und
nachfolgend eine Cholestase und Cholangitis férdern kénnen, ist nicht zwingend eine
Verbindung zu Kklinischen Symptomen herzustellen. In dem Wissen des (in
Abhangigkeit der Liegedauer) verdnderten Keimspektrums konnte bei klinischen

Infektionszeichen eine spezialisiertere antibiotische Therapie verabreicht werden.

54



6 Zusammenfassung

Die ERCP ist ein endoskopisch-radiologisches Verfahren, welches eine bedeutende
Rolle in der Diagnostik und Therapie multipler pankreatikobilidrer Erkrankungen
einnimmt. Vor allem durch Einsetzen von Stents in das Gallengangsystem kann eine
Stenose suffizient therapiert und der Gallefluss wiederhergestellt werden. Die
Stenttherapie wird limitiert durch das Risiko einer Stentokklusion, weshalb in einem
Intervall von 3 Monaten ein Stentwechsel erfolgen sollte. Eine bakterielle Kolonisation
von Gallengangstents scheint eine treibende Kraft fiir Sludgebildung darzustellen, die
nachfolgend zu einer Stentokklusion fiihren kann. Aus diesem Grund untersuchte diese
Studie sowohl den Einfluss der Stentliegedauer auf das Keimspektrum wie auch den
Einfluss von Quantitat und Qualitat der Keimspezies sowie weiterer Risikofaktoren auf

die biliare Sludgeformation.

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit von 343 Stents 2283 Mikroorganismen
isoliert. Eine Stentokklusion trat im Median nach einer Liegedauer von
70 Tagen auf. Von 343 Stents waren 70 (20%) okkludiert.

Enterococcus spp. war dabei die haufigste nachgewiesene Keimspezies, gefolgt von
Klebsiella spp. und Candida spp.. Die Kolonisation der bilidren Stents begann
hauptsachlich mit aeroben grampositiven Bakterien und Candida spp., wohingegen
Stents mit einer Liegedauer von > 60 Tagen eine anndhernd gleiche Kolonisationsrate
von aeroben gramnegativen und aeroben grampositiven Bakterien sowie eine hohe
Anzahl von Anaerobiern aufwiesen. Verglichen mit Stents ohne Sludge konnte von
sludgebehafteten Endoprothesen gehauft Staphylococcus spp. und Clostridium spp.
kultiviert werden. In der multivariaten Analyse zeigte sich zudem ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Mikroorganismen, der Liegedauer sowie dem
Vorhandensein von Seitendffnungen mit dem Vorkommen von bilidrem Sludge. Eine
signifikante Assoziation von Stentokklusion und klinischen Symptomen zeigte sich

nicht.

Aufgrund des in dieser Arbeit erstmals gezeigten Einflusses der Liegedauer auf das

Keimspektrum konnte bei klinischen Infektionszeichen eine spezialisiertere

55



antibiotische Therapie initiiert werden. MaBnahmen zur Reduktion von Inkrustationen
durch prophylaktische systemische oder lokale Antibiotikaapplikation konnten in der
Praxis bisher keinen eindeutigen klinischen Benefit erbringen. Aufgrund der — auch in
dieser Studie nachgewiesenen - bakteriellen Beteiligung an Biofilm- und Sludge-
formation, sollte weiterfihrend an der Konstruktion innovativer Stents mit
antiadhéasiven bzw. antimikrobiellen Eigenschaften (z.B. silberbeschichtete Materialien,
Diamond-like carbon) gearbeitet und dies auch in weiteren Kklinischen Studien

aufgegriffen werden.
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