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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Implantation koérperfremder Materialien in der modernen Medizin gewinnt
heutzutage immer mehr an Bedeutung, um nach angeborenen Korperdefekten,
Traumen, Tumorresektionen oder auch in der plastisch-asthetischen Chirurgie,
Korpersubstanzdefizite wieder herzustellen oder eingeschrankte oder verlorene

Korperfunktionen zu ergénzen oder zu rekonstruieren.

1.1 Definition der Biovertraglichkeit

Alle implantierbaren Materialien mussen biovertraglich sein. Fur den Begriff
,biovertraglich“ werden je nach Autor unterschiedliche Definitionen verwendet. Im
Jahre 1986 wurde von der Europaischen Gesellschaft fir Biomaterialien eine
Konferenz zur Vereinheitlichung der Terminologie einberufen, auf der folgende

Definitionen festgelegt wurden (WILLIAMS, 1988):

,biocompatibility“: ,The ability of a material to perform with an appropriate host

response in a specific application.”

,biomaterial“: A non-viable material, used in a medical device, intended to

interact with biological systems.”

Nach WiLLiaAms (1988) werden folgende Forderungen an Biomaterialien gestellt:

* nicht toxisch

« es durfen keine Entziindungsreaktionen oder Allergien ausgelést werden

+ bei Langzeitkontakt gutes Verheilen, das heil’t feste Verbindung zwischen
Gewebe und Implantat, da es sonst durch auftretende Scherkrafte zu
Zellschadigungen und Infektionen kommen kann

» bei Blutkontakt hamokompatibel

* bio- bzw. korrosionsstabil

« sterilisierbar
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Allerdings erfullen Biomaterialien nicht immer alle genannten Forderungen. Die
Verwendung biovertraglicher Materialien in der Medizin hat neben zahlreichen
Vorteilen, auf die hier nicht naher eingegangen werden soll, einige entscheidende
Nachteile. Einer davon ist das mdgliche Auftreten einer sogenannten
Fremdkorper-assoziierten oder Implantat-assoziierten Infektion (GRISTINA 1987).
Die Inzidenz dieser Infektionen schwankt von 4% bei Huftendoprothesen bis hin
zu 100% fur Urinalkatheter nach dreiwochigem Einsatz (DANKERT et al. 1986,
DENSTED et al. 1998). Der Grund derartiger Infektionen ist in der bakteriellen

Besiedlung der Oberflache dieser Biomaterialien zu suchen.

Aber nicht nur bei vollstandig implantierten Biomaterialien, sondern auch beim
Einsatz von entfernbaren Implantaten wie Stimmbandprothesen, Epithesen,
Obturatoren oder Resektionskdrpern, die in einem nicht sterilen Gebiet implantiert
werden und meistens aus dem Werkstoff Silikon angefertigt sind, ist die
Verweildauer auf Grund nicht mehr tolerierbarer Besiedlung mit Mikroorganismen
beschrankt. Im Fall der Stimmbandprothesen ist daher die Einsatzzeit auf drei bis
vier Monate limitiert (WILSON 1996). Erfahrungen aus der Praxis der Mund-, Kiefer-
und Gesichtsprothetik zeigen, dass ahnliche, wenn nicht gar kirzere Einsatzzeiten

fur inkorporierte Silikonkorper zu verzeichnen sind.

1.2 Obturator, Resektionskorper und Epithese

Bereits in vorchristlichen Kulturkreisen ist der Ersatz von Korperteilen durch
kinstliche  Anfertigungen  nachgewiesen worden. Die Anfange der
Gesichtsprothetik reichen vermutlich bis ins 2. Jahrhundert n. Chr. zurlck. Hierbei
handelte es sich bedingt durch Krankheit oder Trauma verloren gegangene
Korperteile, wie zum Beispiel Nasen und Ohren. Diese wurden oft kunstvoll mit
unterschiedlichsten Materialien, die aber grofitenteils organischen Ursprungs und
somit verganglich waren, nachgebildet, um die korperliche Entstellung zu
verbergen. Erst im 16. Jahrhundert begann mit dem franzdsischen Chirurgen

Ambroise Paré die Ara der ,modernen“ Epithetik. (RENK 1997)
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1.2.1 Obturator und Resektionskorper

Der Obturator (lat. obturare: verstopfen) ist ein prothetischer Ersatz zum
Verschluss von angeborenen Koérperoffnungen und Gewebsdefekten. Vor allem
dient ein Obturator als Verschlussplatte, z.B. zum Verschlielen von
Gaumenspalten und Gaumendefekten, um die natlrliche Sprache

wiederherzustellen.

Ein Resektionskorper (lat. resecare: wegschneiden) hingegen ist ein prothetischer
Ersatz, der nach Resektionsoperationen wie Tumor- und Traumaoperationen als
defektprothetische Malinahme eingesetzt wird und fehlende Gesichtsteile erganzt.
Im Oberkiefer dichtet ein Resektionskorper die Mundhdhle funktionell von der
Nasenhohle ab und steht in engem Kontakt mit den Defektrandern am Gaumen

sowie an Wange und Lippe.

Der Einfachheit halber wird im folgenden zwischen dem Obturator und dem
Resektionskdrper nicht mehr unterschieden und nur noch der Begriff ,Obturator®

verwendet.

Mechanisch soll der Obturator die Nahrungsaufnahme erleichtern und das
Eindringen von Speisen in den Nasenraum verhindern; zudem obliegt ihm die
Stutzung der angrenzenden Gesichtsweichteile. Respiratorisch versetzt er den
Patienten in die Lage, Luftstrdbme im Nasen- und Rachenraum willkirlich zu
kontrollieren. Phonetisch dient der Obturator dazu, ungewollte suprapalatinale
Resonanzen zum Verschwinden zu bringen, das heifl3t das Naseln zu beseitigen.
Daher muss die anatomische Anpassung des Obturators bei der Phonation der
sich kontrahierenden vorhandenen Restmuskulatur, bzw. Velum- und

Rachenmuskulatur eine ausreichende Berlhrungsflache haben.

Ferner wird ein Obturator zum Offenhalten von kunstlich geschaffenen
Korperhohlen, beispielsweise bei Kieferzysten nach Zystostomien, eingesetzt.
Dementsprechend ist er bei Zysten angezeigt, die durch ihre GréRe oder Form

bedingt nicht vollstandig entfernt werden kdnnen.
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Zweckmalligerweise gibt es fur Obturatoren unterschiedliche Werkstoffe. Zum
einen wird er aus Polymethylmetacrylat oder Titan als ,fester® Obturator, zum
anderen aus Silikon als ,weicher” oder ,weichbleibender‘ Obturator hergestellt.

Polymethylmetacrylat- oder Titanformteile sind nicht fest sitzende Obturatoren und
mussen am Defekt gesichert werden, damit sie nicht von selbst aus der Korper-
oder Knochenhdhle herausrutschen und vom Patienten versehentlich verschluckt
werden. Hierbei kdnnen Klammern, Magnete oder Fadenverankerungen nutzlich

sein.

Das weiche oder weichbleibende Silikonformteil findet seine Verankerung in
Unterschnitten des Defekts und bendtigt selten spezielle Verankerungselemente.
Der Silikonobturator kann entweder direkt in der Mundhdhle angefertigt oder
mittels Abformung indirekt labortechnisch hergestellt werden. Er ist weich und wird

daher vom Patienten viel angenehmer empfunden als der harte Obturator.

1.2.2 Die Epithese

Unter einer Epithese (gr. epithesis: herauflegen) versteht man ein individuell
modelliertes Organersatzstiick aus verschiedenen Materialien zur Deckung von
Defekten, insbesondere im Gesicht. Es werden Nasen, Augen, Ohren, Wangen,
Lippen und andere fehlende Gesichtsteile erganzt. Der heutzutage am haufigsten
verwendete Werkstoff ist das Silikon. Gegenlber anderen Werkstoffen bietet das
weiche Silikon den wesentlichen Vorteil, sich dem angrenzenden Gewebe
anzuschmiegen und ist somit flr eine unauffallige und dichte Epithesenrand-

gestaltung ideal.

1.3 Problematik der Silikonformteile

Allen Silikonformteilen, die eine Verbindung zum Mund-, Nasen- und/oder
Rachenraum aufweisen, ist die Problematik der raschen Keimbesiedlung gemein.
Der standige Kontakt mit Speichel und allen darin enthaltenen Inhaltsstoffen fihrt

zu einer schnellen Kontamination mit Bakterien, Pilzen und Hefen (vgl.
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Abbildung 1). Hierdurch entsteht innerhalb von kurzester Zeit auf und um den
Silikonkérper ein keimbelastetes Milieu (LEEMING et al. 1998). Durch diese

Keimbelastung kann es vermehrt zu Infektionen kommen.

Abbildung 1: Verkeimter Resektionskorper (nach 12 Wochen in situ)

1.4 Die Fremdkorper-assoziierte Infektion

Verantwortlich fur die Fremdkdrper-assoziierten Infektionen sind Mikroorganismen.
Hauptsachlich gelten Bakterien als Verursacher derartiger Infektionen. Pilze und
Hefen spielen diesbezlglich eine untergeordnete Rolle (GACEsSA 1998). Ein
Vertreter dieser Spezies, Staphylococcus epidermidis, zahlt heute zu den flnf
haufigsten nosokomialen Infektionserregern und verursacht eine erhebliche
Morbiditat und Mortalitat (MARTIN et al. 1989, RupPP et al. 1994). Obwohl er einen
wesentlichen Bestandteil der kommensalen Flora der Haut und der Schleimhaute
des immunkompetenten Menschen darstellt, weist er hier nur geringes
pathogenes Potential auf (CHRISTENSEN et al. 1989, KLoos 1997, NOBLE 1997).

Ein wesentliches Charakteristikum der Fremdkorper-assoziierten Infektion ist ihr
chronischer Verlauf mit Erregerpersistenz (JACKSON und COCHARNE 1988). Eine
haufig zu beobachtende klinische Resistenz der Erreger gegen Antibiotika, auch
gegen solche, die in vitro als wirksam getestet wurden, machen regelmafig die
Entfernung des infizierten Implantats erforderlich (ARCHER 1994, COSTERTON et al.
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1999, GILBERT et al. 1997, RAAD et al. 1998), was vielfach mit groRen Leiden fur
den Patienten und hohen Kosten verbunden ist. Vermutlich steht die besondere
Virulenz dieser sonst relativ harmlosen Erreger im Zusammenhang mit dem
implantierten Fremdkorper (BusscHER et al. 1995). Besonders Staphylococcus
epidermidis scheint eine ausgepragte Fahigkeit zur Kolonisation von
Polymeroberflachen zu haben (BARTH et al. 1989). Der Zusammenhang zwischen
der Produktion einer mukoiden Substanz durch Bakterien und ihrer Fahigkeit zur
Kolonisation von Biomaterialien ist bekannt (BAYSTON et al. 1990 und 1996). Die
Erreger stehen mit der Oberflache des Biomaterials in engem Kontakt und bilden
einen sogenannten Biofilm. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von
infizierten Venenkathetern zeigen, dass Bakterien Polymeroberflachen in Form
von adharenten Biofilmen aus mehreren Zellschichten besiedeln kdnnen, die von
Exopolysacchariden umhdallt sind. Diese werden als Schleim oder Glycocalyx
bezeichnet (CHRISTENSEN et al. 1982, COSTERTON et al. 1999, FRANSON et al.
1984, LUDWICKA et al. 1984, MARRIE et al. 1984, PETERS et al. 1981).

Bei mikrobiologischen in vitro Versuchen mit unterschiedlichen Staphylococcus
epidermidis Stammen konnte festgestellt werden, dass nur ein Teil einen an
Reagenzglasern haftenden, makroskopisch sichtbaren Biofilm bildet, der
morphologisch dem in vivo gebildeten sehr ahnlich ist (CHRISTENSEN et al. 1982
und 1985, HussiAN et al. 1992, ScHMIDT et al. 1986). Diesem bakteriellen
Phanotyp wurde haufig der Begriff ,Schleimbildner” zugeordnet (CHRISTENSEN et
al. 1982). Da jedoch der Begriff ,Schleim“ bakterielle Exopolysaccharide
bezeichnet, die nicht kovalent an die Zelloberflache gebunden sind (HUSSIAN et al.
1993), und von verschiedenen Autoren der Begriff ,Schleim“ fur sehr
unterschiedliche Erscheinungen verwendet wurde (BAYSTON und ROGERS 1990,
CHRISTENSEN et al. 1982, HussiaN et al. 1993, PETERS et al. 1987), wird diese
Eigenschaft heute meistens mit dem Begriff ,Biofilmbildung“ bezeichnet. Es
werden also ,Biofilm-bildende® Stamme von ,Nicht-Biofilm-bildenden® oder

,Biofilm-negativen“ Stammen unterschieden.

Um nun die Anzahl der Fremdkdrper-assoziierten Infektionen zu minimieren, ware

eine denkbare Losung, die Besiedlung der Biomaterialien mit Mikroorganismen
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gar nicht erst entstehen zu lassen. Um das jedoch zu verwirklichen, ist ein

genaues Wissen und Verstandnis Uber Bakterien und deren Biofilmen erforderlich.

1.5 Bakterien und Biofilme

Am Beispiel von Staphylococcus epidermidis soll die Biofilmbildung kurz erlautert
werden. Fur die Pathogenitat dieses Bakterienstamms ist die Fahigkeit zur
Biofilmbildung essentiell. Dies beweisen epidemiologische Untersuchungen, die
zeigen, dass gemal der Kriterien des sogenannten ,Tube-Tests" (CHRISTENSEN et
al. 1982) Biofilm-bildende Staphylococcus Stamme wesentlich haufiger bei
signifikanten Infektionen angetroffen werden als Biofilm-negative Stamme
(CHRISTENSEN et al. 1982, DAVENPORT et al. 1987, DEIGHTON et al. 1990, DUNNE et
al. 1987, ISHAK et al. 1985, YOUNGER et al. 1987, ZIEBUHR et al. 1997). Ein Biofilm-
bildender Phanotyp korrelierte mit einem haufigeren Therapieversagen, wenn
Fremdkorper-assoziierte Infektionen ohne Entfernung des Implantats allein mit
Antibiotika behandelt wurden (DAVENPORT et al. 1987, DiaAz-MITOMA et al. 1987,
YOUNGER et al. 1987).

Die Entstehung eines Biofilms auf einer Polymeroberflache ist in zwei wesentliche
Abschnitte unterteilt: Zunachst erfolgt eine schnelle primare Bindung einzelner
Bakterienstamme an die Oberflache eines Biomaterials. Als Pionierbakterien
werden Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus aureus Stamme
identifiziert (CHRISTENSEN et al. 1989), gefolgt von gram-negativen Arten wie
Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa (BENGSTON et al. 1987, PRINTZEN
1996). Nach der Adhasion dieser Bakterien an die Polymeroberflache, proliferieren
und akkumulieren sie sich in vielen Zellschichten (MAcK 1999). Dazu bedarf es
jedoch der Fahigkeit zur interzellularen Adhasion. In einer weiteren, spateren
Phase kommt es zur Bildung der Glycocalyx, welche die Bakterien dann

umschliefit.



8 Einleitung

1.5.1 Zellulare Adhasion

Alle Staphylococcus epidermidis Stamme haben prinzipiell die Fahigkeit, an
Polymeroberflachen zu adharieren. In dieser ersten Phase besiedeln die Bakterien
die Oberflache einschichtig (vgl. Abbildung 2). Die primare Bindung von
Staphylococcus epidermidis an Oberflachen ist ein komplexer Vorgang, an dem
Oberflachenproteine wie das Staphylococcal surface protein 1 (Ssp 1) oder
Fibrinogen binding protein (Fbe) beteiligt sind (ESPERSEN et al. 1990, HOGT et al.
1986, PASCUAL et al. 1986, ToJo et al. 1988). Ferner ist die Adhasion nicht nur von
Oberflachenproteinen  abhangig, sondern auch von der hydrophoben
Wechselwirkung zwischen Bakterienoberflache und Polymer (HOGT et al. 1985,
LubwicKA et al. 1984). Als zusatzliche allgemeine Faktoren sind physikalisch-
chemischen Eigenschaften wie chemischer Aufbau und Ladung der Oberflache
des Polymers zu nennen (SPIJKER et al. 1999). Im individuellen Einzelfall ist auch
eine Konditionierung mit Proteinen und dem infizierenden Organismus von
Bedeutung. Daher ist es von entscheidender Wichtigkeit, an welchem Ort das
Biomaterial implantiert, von welchen Geweben es umgeben und von welchen

Korperflussigkeiten es umspult wird (ESPERSEN et al. 1990, MULLER et al. 1991).

Abbildung 2: Erste Phase — zellulare Adhasion

Da sich die Adhasion von Staphylococcus epidermidis an Polymeroberflachen
durch Vorbehandlung der Bakterien mit Proteasen inhibieren lasst, ist bewiesen,
dass hier Oberflachenproteine der Bakterien eine funktionelle Bedeutung haben
(HERRMANN et al. 1988, PAscuAL et al. 1986). Befindet sich eine
Polymeroberflache in Kontakt mit Albumin, Plasma oder Serum, ist die bakterielle
Adhasion signifikant reduziert (ESPERSEN et al. 1990, HERRMANN et al. 1988, HOGT
et al. 1985, PASCUAL et al. 1986, PETERS et al. 1987, SPIJKER et al. 1999, VAUDAUX
et al. 1989).
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Ein wichtiges Oberflachenprotein des Staphylococcus epidermidis Stamms RP62A
ist ein Kapselpolysaccharid/Adhasin (PS/A). Es dient als funktioneller Faktor fur
die primare Adhasion an Silastic-Kathetern (ToJo et al. 1988). Neben der
Expression von PS/A, sind noch weitere Faktoren verantwortlich, die eine
Adhasion von Staphylococcus epidermidis RP62A an Polymeroberflachen
begunstigen und stabilisieren, welche hier aber nicht ndher besprochen werden

sollen.

1.5.2 Interzellulare Adhasion

Eine weitere wesentliche Voraussetzung fur die Akkumulation in einem
vielschichtigen Biofilm ist die Fahigkeit der Bakterien, nicht nur an der Oberflache
zu haften, sondern auch untereinander adhasive Krafte auszulben. In zahlreichen
Versuchen wurden ein nach seiner Funktion beschriebenes interzellulares
Polysaccharid-Adhasin (PIA) (MACK et al. 1996) und einige weitere Proteine, wie

das Accumulation associated protein (AAP), deren Existenz als Biofilm bildende

Faktoren fur die interzellulare Adhasion essentiell sind, entdeckt (MACK et al. 1994,
1996, 1996 und 1999, NEDELMANN et al. 1998).

\ l v ) ’

Abbildung 3: Zweite Phase — interzellulare Adh&sion

Weitere Ausfuhrungen zu diesen komplexen biochemischen Sachverhalten

wurden zu weit fuhren. Es ist jedoch festzuhalten, dass erfolgreich an eine
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Oberflache gebundene Bakterien, unabhangig von dem jeweils wirksamen

Mechanismus, eine Basis fur die spatere Manifestation eines Biofilms darstellen.

1.6 Immunreaktion und Entziindung

Nach der Implantation eines Biomaterials setzt sich der menschliche Korper
naturlicherweise mit dem Fremdkorperimplantat auseinander. Es beginnt die
Blutgerinnungskaskade, das Komplementsystem wird aktiviert, und es kommt zur
Ausbildung eines Fibrinnetzes. Dabei findet eine Opsionierung der Antikorper des
Biomaterials statt (REMES und WILLIAMS 1992, TANG und EATON 1995). Das hat
wiederum zur Folge, dass das Immunsystem reagiert und eine Entzindung
hervorruft (ANDERSON 1988, MoOLLNES 1998). Erst nach Einkapselung des
Implantats oder nach Heilung klingt diese Entzindung ab. Jedoch verbleibt in
vielen Fallen die Grenzflache zwischen Kdrper und Implantat in einem Zustand
chronischer Entziindung. Nur wenige Metalle und Kunststoffe sind chemisch so
inert, dass sie im warmen, feuchten und oxygenierten Milieu des lebenden
Gewebes keine entzindungsauslosenden Substanzen wie beispielsweise
Korrosionsprodukte, Weichmacher und Monomere freisetzen (DOUGHERTY und
SIMMONS 1982, GRISTINA 1987, PLANCK 1993).

1.7 Nachweismethoden von Bakterien

Als zwischen den Jahren 1590 bis 1610 das Lichtmikroskop erfunden wurde,
beschreibt der hollandische Stadtbeamte Antoni van Leeuwenhoek 1676 als erster
mit Hilfe seines Mikroskops Einzeller, Bakterien, Erythrozyten und Samenzellen
von Insekten und Menschen. Durch die Mikroskopie gelingt es zu dieser Zeit
grofRe Fortschritte bei der Erforschung und Bekampfung von Infektionskrankheiten

ZU erzielen.

Im Laufe der Zeit entwickelte neue Labortechniken wie das Anfarben von Proben
oder die Kultivierung von Keimen, verhalfen den Wissenschaftlern damals schon

Mikroorganismen zu identifizieren und zu klassifizieren.
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1.7.1 Kurzer Uberblick der Nachweismethoden

Nach ScHEIBNER (1990) kann die Bestimmung der Bakterienzahl in direkter oder
indirekter Form erfolgen. Direkte Methoden machen die Zellsubstanz der
Bakterien und deren Kolonien sichtbar. Beim indirekten Verfahren werden
Zellbestandteile oder Stoffwechselprodukte bestimmt oder metabolische
Aktivitaten gemessen — daraus kann dann die Zellzahl ermittelt werden. Zu den
Methoden der direkten Keimzahlbestimmung zahlen unter anderem
mikroskopische Direktzahlmethoden wie das Ausstrichverfahren,
Zahlkammerverfahren, Gussplattenmethode nach Koch, Membranfiltermethode
oder die direkte Fluoreszenz-Filtermethode, die hier Anwendung findet und unter

1.7.2 und 2.7 naher beschrieben wird.

Kolorimetrie, Sauremessung, CO»x-Wertbestimmung, Pyruvatbestimmung oder
Radiometrie sind Verfahren, die zu den indirekten Methoden der

Bakterienbestimmung zahlen.

1.7.2 Sichtbarmachen von Bakterien

Der visuelle Nachweis durch Sichtbarmachen von Bakterien und deren
mikroskopische Erkennung zahlt zu den einfachsten und sichersten Methoden. In
der vorliegenden Arbeit wird ein fluoreszierender Farbstoff angewendet, der sich
an die DNA des Bakteriums anlagert und dieses direkt unter dem Mikroskop bei
geeigneter Beleuchtung erkennbar macht.

Der dabei verwendete Farbstoff ist SYBR® Green |. Dieser bindet an
doppelstrangiger DNA. Sein Fluoreszenz-Exzitations- und Fluoreszenz-Emissions-
Maximum hat einen Wert von 497 nm und 520 nm (vgl. Abbildung 4) (MOLECULAR
PROBES — Product Information 1999) und fluoresziert somit unter Lichteinstrahlung
dieser Wellenlangen. Derartig sichtbar gemachte Bakterien kbnnen nun weiteren

wissenschaftlichen Analysen unterzogen werden.
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Abbildung 4: Fluoreszenz-Exzitations- und Emmisionsspektum von SYBR® Green |

1.8 Verhinderung der Ausbildung eines Biofilms

Die Ausbildung eines Biofilms auf der Oberflache von Festkdrpern zu verhindern,
ist das Ziel vieler Forschungen. So ist es bereits der Degussa AG gelungen, ein so
genanntes SAM (Sustainable Active Microbicidal) -Polymer® zu entwickeln. Dieses
Polymer steht flr eine neue Klasse von Bioziden auf der Basis speziell
funktionalisierter Polymere. Diese Polymere lassen sich beispielsweise in Lacke,
Farben und Kunststoffe einarbeiten, wodurch diese Produkte mikrobiozid wirken.
Diese neuartigen Polymere sind in Wasser unldsliche Verbindungen und bleiben
daher dauerhaft an ihrem Applikationsort. SAM-Ponmere® besitzen eine
Kontaktinhibition; das heit, sie hemmen das Wachstum verschiedener
Mikroorganismen, sobald diese mit ihnen in Beruhrung kommen. Selbst bei
widerstandsfahigen Keimen wie etwa Pseudomonaden oder Legionellen,
verhindern sie deren Vermehrung.

Anwendungsgebiete sind neben dem Bautenschutz und der Holzimpragnierung
vor allem Antifouling-Farben, aber auch Kunststoffbeschichtungen oder die
Kosmetik (Bericht ACHEMA 2003). Ob dieses Polymer auch in der Medizin

Einsatz finden kann, ist noch offen.

Um wirkungsvoll die Ausbildung eines Biofilms, insbesondere die Verkeimung von
Silikonformteilen in der Defektprothetik zu verhindern, erscheinen regelmalige

DesinfektionsmalRnahmen als die momentan praktikabelste Losung.
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1.9 Werkstoff Silikon

Per definitionem ist der Begriff Silikon eine Sammelbezeichnung flr eine
umfangreiche Gruppe polymerer Verbindungen, in denen Siliziumatome Uber
Sauerstoffatome ketten- bzw. netzartig miteinander verknupft und die
Siliziumatome zusatzlich mit Kohlenwasserstoffresten verbunden sind (z. B.

Methyl-, Ethyl- oder Propylgruppen).

Die urspriungliche Bezeichnung stammt aus dem englischen Sprachgebrauch
»oilicone® und ist ein Kunstwort aus ,Silicium“ und ,Ketone®, da die in den
Silikonen enthaltenen Bausteine R,Si=0 im Prinzip einem Keton mit der Formel
R>C=0 entsprechen. Die physikalischen Eigenschaften der Silikone ahneln denen
von Olen, Harzen oder Kautschuk. Der groRe Nutzen der Silikone beruht vor allem
darauf, dass sie gegen Warme und Sauerstoff bestandiger als gewohnliche

organische Substanzen sind.

Der Werkstoff Silikon wird im Mai 1940 von Eugene Rochow und seinen
Mitarbeitern erstmalig reproduktiv synthetisiert. Hierbei werden durch Hydrolyse
von Chlorsilanen, je nach geforderter Art des Silikons, jeweils entsprechende
organische Reste angehangt. So kénnen beispielsweise Methylchlorsilane aus
den Ausgangsstoffen Methylchlorid und fein gemahlenem Silizium unter
Zuhilfenahme eines Kupferkatalysators in der sogenannten Rochow-Muller-

Synthese produziert werden. Stark vereinfacht lauft dabei folgendes ab:

(Cu)
2CH3Cl + Si—— (CH3)ZSiC|2

Die Reaktion wird in einem Flie3bettreaktor bei 300°C durchgeflihrt. Das gebildete
Hauptprodukt Dimethyldichlorsilan wird zunachst durch fraktionierte Destillation
von den Nebenprodukten wie Methylchlorsilanen getrennt und anschlieRend mit
Wasser oder Wasserdampf behandelt. Dabei entstehen zunachst Silanole, aus
denen bei hoheren Temperaturen oder durch Verwendung von Katalysatoren das
gewunschte Endprodukt Methylsilikon synthetisiert werden kann. In ahnlicher
Weise lassen sich auch Silikone mit anderen organischen Resten erzeugen

(beispielsweise Ethyl-, Propyl- oder Phenylchlorsilane).
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In seiner einfachsten Form handelt es sich bei Silikon chemisch um ein
Polydimethylsiloxan (PDMS) mit der Summenformel ((CH3)2SiO),.

Abbildung 5: Dreidimensionaler Ausschnitt aus dem Strukturaufbau eines Silikons

Unterschieden werden lineare, verzweigte, zyklische und vernetzte Silikone.
Silikondle weisen kurze Molekulketten mit wenigen Siliziumatomen auf, wahrend
Silikongele und -festkorper langere Ketten, also Makromolekuile darstellen. Da die
Kettenlange der gewunschten Molekile und die Polymerisation der zugefugten
Molekiilreste steuerbar ist, lassen sich Ole, Gele oder Festkorper erzeugen, die
stark in ihrer Harte, die Ublicherweise durch die Harteskala nach Shore definiert

wird, variieren.

Silikondle zersetzen sich auch bei sehr hohen Temperaturen nicht und sind
gegenuber Metallen und den meisten Reagenzien chemisch inert. Zudem bleiben
sie auch bei tiefen Temperaturen ausreichend dunnflussig, bei denen gewdhnliche
Kohlenwasserstoffole in den festen Aggregatszustand Ubergehen. Andererseits
erhalten sie, im Gegensatz zu herkémmlichen Olen, bei hohen Temperaturen ihre
Zahflussigkeit. Diese genannten Eigenschaften eréffnen dem Werkstoff Silikon ein
fast grenzenloses Einsatzgebiet (RocHOw 1991).

Bis zum heutigen Tag werden Silikone nach der oben genannten Reaktion
synthetisiert. Dabei stellt seit etwa 20 Jahren die Silikonproduktion flr
medizinische und zahnmedizinische Anwendungen nur einen verschwindend
geringen Teil dar. In der Mund-, Kiefer- und Gesichtsprothetik und Epithetik
etabliert sich dieser Werkstoff vor allem durch seine Biokompatibilitat, extreme

Elastizitat, Zeichnungsscharfe und Asthetik.
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1.10 Oberflaichenmodifikationen

1.10.1 Oberflachenmodifikation des Silikons mit einer Titan-lridium-Schicht

Neben dem Silikon kommen in der Mund-, Kiefer- und Gesichtsprothetik noch
weitere Werkstoffe wie beispielsweise Titan zum Einsatz. Manche Autoren
verwenden zur Defektversorgung anstelle des Silikons aus Reintitan gegossene
und auf Hochglanz polierte Hohlkérper. Neben dem grof3en Vorteil, dass diese
Resektionskorper geringen Keimbewuchs aufweisen (KAWAHARA et al. 1998),
werden jedoch durch die Starrheit des Materials Nachteile in der Verankerung

dieser Resektionskorper und ein geringerer Komfort fur den Patienten erkauft.

Die Idee der Titan-Iridium-Beschichtung eines Silikonkdrpers besteht darin, einen
elastischen Titankorper zu gewinnen, der die positiven Eigenschaften von Titan, in

diesem Fall einer Titanlegierung, mit denen von Silikonen paart.

Daher hat die Firma GfE Metalle und Materialien GmbH (Gesellschaft fur
Elektrochemie) aus Nurnberg ein Verfahren entwickelt, das als plasmaaktivierte
Gasphasenabscheidung beschrieben wird und Kunststoffe mit einer Titan- oder
Titanlegierungsschicht zu Uberziehen erlaubt (BREME 1999). Die derart
modifizierten Kunststoffe finden in der Gefalchirurgie und Inneren Medizin ihre
Einsatzgebiete. Untersuchungen in vitro versprechen im Vergleich zum

unbehandelten Pendant eine stabilere Einheilung des beschichteten Implantats.

Auf Grund von hydrolytischen und enzymatischen Abbauprozessen haben eine
Vielzahl von implantierten Kunststoffen keine ausreichende Biostabilitat, das heil3t
sie verfugen nicht Uber eine ausreichende Langzeitstabilitat (RIEPE et al. 1997,
SCHUMPELIK et al. 1997, SANTERRE et al. 1993) wie es von Langzeit- oder
Dauerimplantaten wie beispielsweise Leistenhernienimplantaten, kuanstlichen
Herzklappen oder Gefaldprothesen, gewunscht wird. Ferner ist auch beim Einsatz
von Kunststoffen das Problem der postoperativen Implantat-assoziierten Infektion
bekannt (ScHIERHOLZ und RumP 1998). Durch die Modifikation mit einer derartigen
Beschichtung soll eine ausreichende Langzeitstabilitdt erreicht werden, ohne auf
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die Werkstoffeigenschaften der bereits in Verwendung befindlichen Materialien zu

verzichten.

Die Titan-Iridium-Beschichtung befindet sich noch in der Testphase und hat noch

keine Zulassung fur medizinische Einsatzzwecke.

1.10.2 Oberflaichenmodifikation mit einer amphoteren Schicht

In seiner Patentschrift ,Verfahren zur kovalenten Modifizierung von chemisch
definierten, in flissiger Phase vorliegenden, funktionelle Gruppen enthaltenden
Verbindungen®, beschreibt SIEGEL 1999 die Modifikation von Feststoffen mit einer
amphoteren Schicht. Dieses Verfahren dient der Bindung von in flissiger Phase
vorliegenden funktionellen Gruppen an Festkorper, die zwei siliziumgebundene

Vinyl- oder Butenylgruppen pro Molekul aufweisen.

Die Oberflachenmodifikation erfolgt durch ein Tauchbadverfahren (vgl.
Abbildung 6). In diesem Bad sind funktionelle Gruppen wie beispielsweise —OH,
—NH,;, —COH, -SH, in flussiger Form vorhanden, die sich dann an C-C
Doppelbindungen addieren und somit kovalent binden. Die so entstandene
Modifikation beschreibt der Autor als auferst hydrolysestabil mit folgenden zu

beobachtenden Effekten im Vergleich mit unbehandelten Oberflachen:

« verringerte Haftreibung

« verringerter Friktion an der Oberflache

« hydrophilere Oberflache bildet bei Benetzung mit Wasser einen konkaven
Meniskus (Kontaktwinkel: 105° — 30°)

« erhohte freie Oberflachenspannung von 22 mN/m? auf ca. 56 mN/m?

« verringerte elektrostatische Aufladung

« erhohte Permeabilitat zu polaren Mitteln (z.B. Wasser)

« verringerte Permeabilitat zu lipophilen (hydrophoben) Stoffen

Auf Grund dieser Eigenschaften soll eine elektrochemische Verringerung der

Bakterienadhasion erreicht werden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Beschichtungsprozesses

Silikonoberflachen kdnnen mit diesem nal3-chemisch Verfahren derart modifiziert
werden, dass die so entstandene amphotere oder auch ,zero-charge® Oberflache
im gleichen Mal3e anionische wie auch kationische Ladungstrager aufweist. Ein
Bakterium, egal welcher Oberflachenladung, wird somit von der gleichnamigen

Ladung der amphoteren Silikonoberflache abgestolRen.

1.11 Problemstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Losungsansatze fur eine langfristige
Inkorporation von Silikonformteilen zu finden, indem die Auswirkungen von
Beschichtungen auf die Oberflachenstruktur und Keimbesiedlung von Silikonen
untersucht wird. Durch eine geeignete dauerhafte Modifizierung der
Silikonoberflache ist auf eine geringere Bakterienanhaftung zu hoffen. Dabei soll
die Gewichtung vor allem auf die vergleichende Untersuchung der bakteriellen

Adhasion gelegt und dabei folgende Fragen geklart werden:

«  Welche Mikrostruktur haben Silikone und deren Oberflachenmodifikationen?
« Wie hoch ist die bakterielle Adhasion auf oberflachenmodifizierten

Silikonkérpern im Vergleich zu unbeschichteten Silikonen?
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2 Material und Methode

2.1 Herstellung der Probekorper

Das Ziel bei der Herstellung der Probekorper war eine moglichst praxisnahe
Methode, sehr ahnlich der wie heutzutage Resektionskorper, Obturatoren und

Epithesen fur Patienten angefertigt werden.

Um fir die Untersuchung geeignete Probekérper zu erhalten, wurden
Silikonplatten der Abmessungen 73 mm x 73 mm x 3 mm bendtigt. Aus diesen
Platten wurden mittels eines Locheisens die geeigneten runden Probekorper des
Durchmessers 14 mm ausgestanzt. Alle zu untersuchenden Silikonarten wurden

nach Herstellerangaben polymerisiert.

2.1.1 Herstellung der Gipsform

Zunachst wurde eine sogenannte Mastergipsform bendtigt, von der immer wieder
neue Formteile hergestellt werden konnten, da fur jedes auszutestende Silikon
eine separate Gipsform, in der die Silikonplatten polymerisiert werden, verwendet
wurde. Damit sollte gewahrleistet sein, dass herstellungsbedingte Fehler, die das

Ergebnis der Untersuchung beeinflussen kdnnten, nahezu ausgeschlossen sind.

Eine den Malen der Silikonplatte entsprechende quadratisch zugeschnittene
Tiefziehfolie Erkodur der Firma Erkodent GmbH der Starke 3 mm diente als
Vorlage fiur die Herstellung des Gipsformteils. Ein seitlich aufgetrenntes,
handelsubliches, rundes Kunststoffabflussrohr auf einer Glasplatte, auf der die
Tiefziehfolie befestigt wurde, stellte die mit Hartgips zu fullende Form dar. Die so
gewonnene Gipsform wurde mit Supersep® isoliert, um eine Positivgipsform zu
erhalten, von der immer wieder mittels des Kunststoffabflussrohres als Rahmen
neue Negativformen erstellt werden konnten. Damit waren die Bodenplatten mit
der Negativform fir die jeweilig herzustellenden Silikonplatten fertig. Die

Anfertigung eines passenden, rotationsstabilen und reponierbaren Deckels
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erfolgte so, dass in die quadratische Negativform wieder die Tiefziehfolie
eingebracht wurde, am Gipsrand die Bodenplatte mit Retentionen mittels
Gipsfrase versehen und mit Supersep® isoliert wurde. Das Kunststoffabflussrohr
diente erneut als Rahmen. Die Form konnte nochmals mit dem gleichartigen Gips
befullt werden. Nach der Abbinde- und Aushartezeit war die Form fertig fur die

Polymerisation der Silikonplatten.

2.1.2 Silikon und Polymerisation

Zur Analyse standen die von der Firma Dreve-Dentamid GmbH bereitgestellten
Silikone Episil-E, Obturasil 40, Odontosil 40 und ein eigens fur diese
Untersuchung hergestelltes Versuchssilikon VS-D-151/1, welches nach
Herstellerangaben silikondlfrei ist. Ferner wurde das Silikon Elastosil RT625A der

Firma Wacker-Chemie GmbH untersucht.

Die chemischen Inhaltsstoffe der additionsvernetzten 1:1 Zweikomponenten-
silikone der Firma Dreve-Dentamid GmbH sind vinylhaltige Polydimethylsiloxane,
Kieselsaure und im Fall des Episil-E Pigmente zur Einfarbung. Die Silikone
unterschiedlicher Shore-Harte wurden aus Kartuschenspritzen mit den
Herstellerangaben entsprechenden Verwirbelungsaufsatzen extrudiert. Bei diesem
Volumen reichte eine halbe Kartusche fur eine Silikonplatte aus. Das zu
untersuchende Silikon der Firma Wacker, Elastosil RT625A, ist ein
additionsvernetztes 1:9 Silikon der Shore-Harte 25 wund muss nach

Herstellerangaben mit der Hand angemischt werden.

Zunachst wurden sowohl die Bodenplatte, als auch der Deckel mit der Isolierung
Iso K nach Herstellerangaben behandelt. Nach der Eintrocknungszeit von flnf

Minuten waren die Formen zur Aufnahme des Silikons vorbereitet.

Das zahflussige Silikon wurde in die Mitte der Negativform platziert und der Deckel
unter leichtem Druck passend aufgesetzt, so dass der Uberstand am Rand
herausquoll. In diesem Zustand wurde das so eingebrachte Silikon nach

Herstellerangaben im Polymerisationsgerat bei 3,0 bar unter Wasserausschluss



20 Material und Methode

oder im Fall des Episil-E im Polymerisationsofen (handelsublicher Backofen) bei

75 °C polymerisiert.

Aus den so gewonnenen Silikonplatten konnten mit einer Lochstanze,
Durchmesser 14 mm, genau 25 runde Probekorper der Starke 3 mm je Platte

herausgestanzt werden.

2.2 Oberflachenmodifikationen

Zunachst erfolgte eine Aufteilung der zu untersuchenden Silikone in drei Gruppen,

von denen zwei eine Oberflachenmodifikation erfahren haben:

1. Beschichtung mit Titan-Iridium-Schicht durch plasmaaktivierte chemische
Gasphasenabscheidung durch die Firma GfE Metalle und Materialien GmbH,
Nurnberg (vgl. 1.10.1)

2. Beschichtung mit einer amphoteren Oberflache mittels nass-chemischem
Verfahren durch die Firma bionic surfaces, Wurzburg (vgl. 1.10.2)

3. unbeschichtete Kontrollgruppe

2.2.1 Oberflachenmodifikation mit einer Titan-Iridium-Schicht

Der Firma GfE Metalle und Materialien GmbH war es nicht mdglich, eine fur die
Untersuchungen nutzbare Titan-Iridium-Schicht auf die Silikonprobekdrper
aufzubringen (vgl. 3.1.3). Daher schied diese Prufgruppe fur die mikrobiologischen

Untersuchungen aus.

2.2.2 Oberflachenmodifikation mit einer amphoteren Schicht

Die Beschichtung der Probekoérper Ubernahm die Firma bionic surfaces. Die

Beschichtung war innerhalb von einem Tag abgeschlossen, und die Probekdrper

konnten sofort der mikrobiologischen Analyse zugefuhrt werden.



Oberflachencharakterisierung 21

2.3. Oberflachencharakterisierung

Die Oberflachencharakterisierung der beschichteten und unbeschichteten Silikone
erfolgt unter dem Rasterelektronenmikroskop und dient der Visualisierung der
Oberflachen. Ferner konnen hiermit die Ergebnisse der Messungen optisch
uberpruft werden. Diese Visualisierung der Bakterienbesiedlung auf der
Silikonoberflache hat jedoch weder eine qualitative noch eine quantitative

Aussagekraft.

2.4 Vorbereitungen der Probekorper fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Damit die Untersuchung eines Objekts unter dem Rasterelektronenmikroskop
maoglich wird, muss es verschiedene Bedingungen erfullten. Das staubfreie und
unbeschadigte Objekt muss wasserfrei sein und darf im Hochvakuum unter
Elektronenbeschuss weder ausgasen noch die Form verandern. Seine Oberflache
muss elektrisch leitend sein und darf keine stérenden Aufladungen aufweisen. Ist
keine elektrische Leitfahigkeit vorhanden, kann diese durch das Aufbringen einer
dinnen metallischen Schicht, dem sogenannten Bedampfen oder Sputtern (vgl.
2.4.3) hergestellt werden. Viele anorganische Stoffe erflllen diese
Voraussetzungen. Fir biologische Objekte hingegen sind weitere praparative

MafRnahmen unerlasslich. Im folgenden wird die Ablaufroutine kurz beschrieben.

2.4.1 Fixierung und Entwasserung

Die Probekorper werden einzeln in mit 5 ml Glutaraldehyd/PBS-Lésung (6,25%)
geflllte 20 ml Glasflaschchen gelegt und tber Nacht (12 Stunden) dort belassen.
Am folgenden Tag werden diese Probekdrper jeweils funf Mal fur funf Minuten in
PBS-Pufferlosung gewaschen. Die Entwasserung der Probekorper erfolgt durch
eine aufsteigende Acetonreihe. Fur jeweils zehn Minuten entwassern die
Silikonplattchen in 30%, 50%, 70%, 90% und schliel3lich sechs Mal in 100%
Aceton. Diese Prozedur dient der Sauberung und Entwasserung — die Proben

konnen danach mehrere Tage aufbewahrt werden.
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2.4.2 Kritisch-Punkt-Trocknung (Critical Point Drying — CPD)

Ein Gas wird bei Raumtemperatur bei genligend hohem Druck zur Flussigkeit.
Diese Anderung des Aggregatzustandes bezeichnet man als Phasenumwandlung.
Wahrend andere Trocknungsmethoden (z.B. Lufttrocknung) die Phasengrenze
uberschreiten (flissig — gasformig oder flissig — fest) und so durch die
Oberflachenspannung Artefakte entstehen kdnnen, umgeht man bei der CPD die
Phasengrenze flussig — gasformig. Die in dem Objekt enthaltene Flussigkeit wird
gegen ein Losungsmittel getauscht, dessen ,kritischer Punkt® — Wert im Bereich
technisch realisierbarer Anlagen liegt. Beispielsweise hat Wasser eine kritische
Temperatur von T, = 647,4 K und einen kritischen Druck von p. = 215,5 bar. Diese
Werte sind ohne Zerstérung des Objekts und ohne einem immensen apparativen
Aufwand nicht zu erreichen. Daher bedient man sich im Austausch mit fllissigem
Kohlendioxid (CO,), dessen kritische Temperatur bei T, = 304,2 K und dessen
kritischer Druck bei p; = 72,9 bar liegen.

In Abbildung 7 veranschaulicht das Phasendiagramm den Wechsel des

Aggregatszustandes von CO, um den kritischen Punkt.

Nach Herstellerangabe erfolgt die Kritisch-Punkt-Trocknung der Probekorper im
Kritisch-Punkt-Trocknungsgerat (CPD 030, Bal-Tec AG, Liechtenstein).

Druck 4
(bar)
flissig
734 fest KP
Y
gasférmig
O—<€
0 v T v >
293 304 318
® Objekt nass Temperatur (K)

@ Objekt trocken
KP Kritischer Punkt
TP Tripelpunkt

Abbildung 7: Phasendiagramm von CO; fur die CPD
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2.4.3 Goldbedampfung/Sputtern

In einem evakuierten und mit Argongas durchfluteten Zylinder wird zwischen zwei
Metallplatten durch Anlegen einer Hochspannung (ca. 1500 Volt) eine
selbstandige Glimmentladung gezundet. Die dabei entstehenden positiven Argon-
lonen werden zur Kathode hin beschleunigt und schlagen beim Auftreffen auf die
dort befindliche Metallplatte (Goldfolie) Goldpartikelchen aus der Oberflache
heraus. Diese kollidieren bei ihrer Ausbreitung mit den Gasmolekullen, werden
dadurch mehrmals gestreut und treffen diffus auf das positiv geladene Objekt.

Somit entsteht auf dem Objekt ein leitfahiger Golduberzug.

e Goldfolie

Vakuumpumpe

Abbildung 8 und 9: Schema der Goldbedampfung eines Objekts und vier
Silikonprobekoérper nach der Goldbedampfung

Die Probekorper werden mit Hilfe von doppelseitigen Klebeplattchen auf
Mikroskopiertischchen geklebt und mit Leitlack zwei Verbindungspunkte zwischen
Probe und Tischchen hergestellt, um die elektrische Leitfahigkeit sicherzustellen.
Danach erfahren die Probekorper eine Goldbedampfung nach Herstellerangabe
und sind anschlielend flr die Analyse unter dem Rasterelektronenmikroskop
vorbereitet (vgl. Abbildung 8 und 9).
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2.5 Vorbereitende MaBnahmen fur die mikrobiologischen Analysen

2.5.1 Bakterienstamme

Reprasentativ dienen auf Grund einer mikrobiologischen Voruntersuchung an

Patienten (LEEMING et al. 1998) folgende Bakterien fur die Analyse:

« Staphylococcus epidermidis [Stamm RP62A — gram+]
* Klebsiella pneumonia [Stamm 3091 — gram-]

+ Unpathogene Neisserien [Patientenstamm — gram-]
» Escherichia coli [Stamm HB 101- gram-]

»  Streptococcus salivarius [Stamm 259 — gram+]

2.5.2 Ansetzen des Nahrmediums

Fir die zu testenden Bakterienstamme, bis auf Streptococcus salivarius, diente
jeweils LB-Medium als Flussignahrmedium. Das Bakterium Streptococcus

salivarius erhielt TSB-Medium als Nahrungsgrundlage.

Die fur das jeweilige Nahrmedium geforderten Chemikalien wurden auf einer
Laborwaage einzeln abgewogen und in ca. 900 ml destilliertem Wasser mit Hilfe
eines Ruhrfisches und eines Magnetrihrers geldst. Anschlielend erfuhr die
Lésung die geforderte Einstellung des pH-Werts durch Zugabe von verdinnter
Salzsaure oder Natronlauge unter Zuhilfenahme des pH-Meters. Die Lésungen
wurden mit destillietem Wasser auf 1000 ml aufgefullt und schlieBlich in gut

verschlossenen 1000 ml — Schottflaschen fiir 20 min. bei 121 °C sterilisiert.

Nach dem Autoklavieren und dem Abkuhlen der Losungen bis auf ca. 40 °C
erfolgte unter der Steril-Cleanbench das Ausgiel3en in sterile Petrischalen. Die ca.
3 mm hoch beflllten, gut abgeklihlten Schalen wurden mit passenden Deckeln
verschlossen, beschriftet und in Plastiktiten gestapelt. Die Haltbarkeit der
Nahrmedien ist im Kihlschrank bei 4 °C auf ca. vier Wochen begrenzt. Die exakte

Zusammensetzung der Nahrmedien ist im Anhang (vgl. 7.1) beschrieben.
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2.5.3 Ziichten der Bakterienkulturen

Um Bakterien in ausreichender Anzahl zu ziichten, wurde eine Ubernachtkultur
angesetzt. Unter der Cleanbench wurden 2 ml LB-Medium, im Fall von
Streptococcus salivarius TSB-Medium, in ein autoklaviertes 20 ml Glasrohrchen
mit einer sterilen Pipette vorgelegt und 10 pl des auszutestenden
Bakterienstamms, der in einer Glycerinlosung und im Gefrierschrank aufbewahrt
werden muss, dem Inhalt des Glasrohrchens beigemischt, in den Schittler gestellt
und bei konstant 37 °C Uber Nacht (24 Stunden) im Brutschrank bebrutet. Danach
signalisierte ein getrubter Inhalt des Glasrohrchens das erfolgreiche

Bakterienwachstum.

2.5.4 Vorbereitung der Probekorper

Sowohl die beschichteten als auch die unbeschichteten Probekorper wurden
zunachst in doppelt destillietem Wasser gewaschen. Dazu diente ein 100 mi
Becherglas, in dem die Silikonplattchen fur ca. eine Minute per Hand geschwenkt
wurden. Die mit einer Pinzette aus dem Becherglas entnommenen Probekoérper
erfuhren eine weitere, gleichartige Waschung in Isopropanol (80%). Die
Trocknung erfolgte anschliefend unter der Cleanbench. Die getrockneten
Silikonprobekoérper konnten dann in Autoklaventiten & acht Stuck verpackt,

verschweil3t und spater im Sterilisator autoklaviert werden.

2.6 Mikrobiologische Untersuchungen

Es wurden zwei Analysemethoden unabhangig voneinander durchgeflihrt. Zum
einen erfolgte die Auswertung nach der klassischen Bakterienkolonieauszahlung,
zum anderen nach der computergestutzten Auszahlung mittels eines
Fluoreszenzmessgerats. Beide Methoden hatten die gleiche
Vorbereitungsprozedur. Dabei diente die Auszahlung der Bakterienkolonien

lediglich als Kontrolle der Ergebnisse aus den computergestutzten Versuchen.
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2.6.1 Gemeinsame Vorbereitungsprozedur — Anziichten der Bakterien auf

den Probekorpern

Unter der Cleanbench wurden fur die klassische Analyse in zwei zuvor markierte,
autoklavierte 100 ml Weithals-Erimeyerkolben je 50 ml Nahrmedium vorgelegt und
je 100 ul aus der Bakterien-Ubernachtkultur (vgl. 2.5.3) dazugegeben. In den
einen Kolben wurden vier sterile, beschichtete Probekorper und in den anderen
vier sterile, unbeschichtete Probekdrper eingebracht. Die Kolben wurden mit
sterilen Papierpfropfen verschlossen und 24 Stunden lang bei 37 °C im Schuttler
bebruitet.

Abbildung 10: Inkubation der Probekdrper im Schuttler

Fur die spatere Analyse im Fluoreszenzmessgerat wurden zur Vorbereitung vier
100 ml Weithals-Erlmeyerkolben verwendet. Zwei davon erfuhren die gleiche
Behandlung wie bereits oben beschrieben. Die Probekdérper fur die Kontrollgruppe,
ebenfalls vier beschichtete und vier unbeschichtete, erfuhren die gleiche
Behandlung, wurden jedoch nicht mit der bakterienhaltigen Ubernachtkultur
versetzt. Sie dienten der Analyse der Nullprobe und somit als Referenz im

Fluoreszenzmessgerat.
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2.6.2 Die klassische Analyse

Die klassische Lebendzellzahlbestimmung geht davon aus, dass jedes lebende
Bakterium zu einer Bakterienkolonie auswachsen kann. Dies stimmt jedoch nicht
ganz, da beispielsweise Diplokokken, Staphylokokken und Streptokokken in
Aggregaten aus mehreren lebenden Zellen vorliegen, die jeweils nur eine Kolonie
bilden. Deshalb wurde der Begriff ,colony forming units — cfu“ (koloniebildende
Einheiten) eingefuhrt. In der Praxis wird folgendermallen vorgegangen: Die
Bakterien werden durch dekadische Verdunnungsreihen erst vereinzelt und
danach aquivalente Mengen auf einem geeigneten Nahrboden ausplattiert,
bebrutet und dann die Kolonien gezahlt. Es existieren dazu eine Reihe von
Methoden, die sich nur darin unterscheiden, wie die Bakterien auf bzw. in einem

festen Nahrboden verteilt werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Bakterien durch Glasperlen in dem
noch flissigen Agar verteilt und darauf hin bebritet (vgl. 2.5.3). Der ermittelte Wert
wurde bei vier Untersuchungen aus je vier Probekorpern, die einzeln auf

Agarplatten plattiert wurden, bestimmt.

2.6.2.1 Waschen der Probekorper im Nahrmedium

Nach dem Anzichten (24 Stunden) der Bakterien auf den Probekdrpern erfolgte
eine Reinigung, die dazu diente, nicht auf der Oberflache der Probekoérper
anhaftende Bakterien zu entfernen. Dazu wurden unter der Cleanbench je 3 ml
Nahrmedium in 20 ml Glasflaschchen vorgelegt und dem spater dazugegebenen
Inhalt nach beschriftet. Die bewachsenen Probekorper wurden mit Hilfe einer
sterilen Pinzette vorsichtig einzeln in die entsprechenden Flaschchen Uberflhrt,
auf Eis gestellt und anschlieRend finf Minuten auf dem Schuttler gewaschen.
Dieser Prozedur wurden die Probekorper insgesamt zwei Mal unterzogen. Das

Entfernen des Nahrmediums erfolgte mit einer Wasserstrahlpumpe.

Die so gereinigten Probekdrper waren nach diesem Schritt zur Betrachtung unter

dem Rasterelektronenmikroskop vorbereitet. Zur Fixierung des Zustands erfolgte
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die Zugabe von ausreichend Glutaraldehyd/PBS-L6sung in die Glasrohrchen, so

dass die Probekdrper vollig bedeckt waren.

2.6.2.2 Ablosen der Bakterien von den Probekorpern

Nach dem Waschen der Probekoérper waren nur noch die auf der Oberflache
anhaftenden Bakterien vorhanden. Um nun diese Bakterien von der Oberflache
abzulésen und in eine Nahragarldésung zu Uberflihren, wurde in neue, sterile 20 ml
Glasrohrchen je 10 ml Nahrmedium vorgelegt, noch einmal beschriftet und auf Eis
gestellt. Mit Hilfe einer sterilen Pinzette wurde je ein Probekdrper vorsichtig in das
entsprechende Glasréhrchen eingebracht und die acht Glasrohrchen dann in ein
mit Eiswasser gefilltes Ultraschallbad gestellt. Die folgende Ultraschallbehandlung
fand in einem einminitigem Intervall mit einer Minute Pause statt. Insgesamt
erfuhren die Proben eine zehnminutige Ultraschallbehandlung, die den Grofteil
der an der Oberflache der Probekdrper anhaftenden Bakterien in die Nahrlosung
uberfihrte.

2.6.2.3 Verdiinnungsreihe

Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, musste die Nahrldésung, in der nun
die von der Oberflache der Probekoérper abgeldsten Bakterien waren, verdunnt
werden. In Eppendorf-Caps (kurz: Epi-Caps) wurde unter der Cleanbench je
900 ul Nahrmedium vorgelegt. Die Glasflaschchen mit den Probekdrpern wurden
gevortext, daraufhin 100 pl ihrer Losung entnommen und in je ein neues
Eppendorf-Cap pipettiert.

Aus dem gevortexten Eppendorf-Cap wurden abermals 100 pl Lésung enthommen
und in ein weiteres vorbereitetes Eppendorf-Cap gegeben. Insgesamt wurde funf

Mal nach folgend aufgefuhrter Verdunnungsreihe verdunnt.

1. Epi-Cap 1: 900 pl Nahrmedium + 100 pl aus Nahrlosung von Ultraschall
2. Epi-Cap 2: 900 pl Nahrmedium + 100 pl aus Epi-Cap 1
3. Epi-Cap 3: 900 pl Nahrmedium + 100 ul aus Epi-Cap 2
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4. Epi-Cap 4: 900 pl Nahrmedium + 100 ul aus Epi-Cap 3
5. Epi-Cap 5: 900 ul Nahrmedium + 100 ul aus Epi-Cap 4 nach dem

vortexen 100 ul verwerfen.

2.6.2.4 Ausplattieren der verdiinnten Bakterienlosungen

Von jeder Verdunnung wurden 100 ul auf eine zuvor beschriftete und mit noch
flissigem Nahragar beflllte Agarplatte getropft und mit Hilfe von Glasperlen
vermischt und ausplattiert. Die Agarplatten wurden dann 24 bis 48 Stunden, je
nach auszutestendem Bakterienstamm bei 37 °C bebrutet, so dass eine auffallige

Koloniebildung zu sehen war.

Agarplatten, die auf Grund von entweder zu geringer oder zu hoher Verdinnung —
das bedeutet entweder ein geschlossener Bakterienrasen oder zu wenig, bzw. gar
kein Bakterienwachstum aufwiesen, wurden verworfen. In die Auswertung wurden
nur Agarplatten einer Verdinnung aufgenommen und anschlieend die einzelnen

Kolonien auf den Platten ausgezahlt.

Um ein reproduzierbares und aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, sollte die
Anzahl der Kolonien sich zwischen 30 und 200 befinden. Der zu errechnende Wert

wird aus folgender Formel ermittelt:

wobei ,c* die zu ermittelnde Konzentration, also die ,cfu” in ml, ,n“ die ermittelte

Kolonienanzahl, ,s“ das Verdinnungsvolumen und ,d“ der Verdlinnungsfaktor ist.

Da immer die Kolonien von vier Agarplatten ausgezahlt wurden, ist durch die
Ermittlung des Mittelwerts der statistische Fehler verringert worden. Die Werte der
jeweiligen Probekorper eines Silikons mit Oberflachenbeschichtung wurden mit
den Werten des gleichartigen Probekérpers mit natirlicher Silikonoberflache

verglichen und ins Verhaltnis gesetzt.
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2.6.3 Ermittlung der Keimbesiedelung mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs

Auf die Ermittlung der Keimbesiedelung der Probekoérper unter Zuhilfenahme
eines Fluoreszenzfarbstoffs mit computergestitzter Auswertung soll der

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit gelegt werden.

2.6.3.1 Waschen der Probekorper und fixieren der Bakterien

Nach der unter Punkt 2.6.1 beschriebenen Vorbereitung der Probekorper —
insgesamt 16 Probekorper, von denen acht mit Bakterien besiedelt waren, sowohl
vier beschichtete, als auch vier unbeschichtete und acht ebenso beschichtete und
unbeschichtete, jedoch ohne Bakterienbewuchs, also unbesiedelt — wurden diese
sinnvoll in eine 24-Well-Zellkulturplatte aufgeteilt (vgl. Abbildung 11). In jedem
Well der Zellkulturplatte waren bereits ca. 1,5 ml PBS-Pufferlosung flr den

Waschvorgang vorpipettiert.

_

Abbildung 11: Mit Episil-E Probekdrpern bestlckte 24-Well Zellkulturplatte
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Von nun an verblieben die Probekorper bis zur Auswertung im

Fluoreszenzmessgerat in der 24-Well-Zellkulturplatte.

Unter dem Abzug wurden nach ca. zehn Minuten die PBS-Pufferldsung mittels
einer Pasteurpipette entfernt und anschlieBend die Probekoérper sofort mit
Formaldehydldsung (3,7%) fixiert. Nach einer Einwirkzeit von 15 Minuten wurde
die Formaldehydlésung unter dem Abzug mittels einer Wasserstrahlabsaugung
entfernt und die Probekoérper anschlieRend zwei Mal unter erneutem Einsatz der

Wasserstrahlabsaugung und einer Pipette in PBS-Pufferlésung gewaschen.

Um die Aufnahme des Bakterien-DNA-Farbstoffs SYBR® Green | zu
gewahrleisten, erfolgte nach dem Waschen und Fixieren eine Entwasserungsreihe
mit Ethanol. In aufsteigender Konzentration wurden die Probekoérper in den Wells
funf Minuten mit 50%, 80%, 100% und nochmals mit 100% Ethanol entwassert.
Hierbei fand eine 50 ml Pipette mit Peleusball und die Wasserstrahlabsaugung
Anwendung. Das Ethanol wurde bis zur vollstandigen Benetzung der Probekorper
in die Wells eingebracht, um dann nach einer Einwirkzeit von ca. drei Minuten und
unter leichtem Schutteln der Zellkulturplatte abgesaugt zu werden. Nach dem
Absaugen des Ethanols (100%) der letzten Entwasserungsprozedur wurden die

Probekorper unter der Cleanbench 30 Minuten getrocknet.

2.6.3.2 Farben der Probekorper mit SYBR® Green |

Wahrend der Trocknungsphase wurde das SYBR® Green | zur Farbung der
Bakterien auf den Probekorpern vorbereitet. Nach Herstellerangaben wurde der
Farbstoff mittels geeigneter Pipettierung in Tris-Puffer 1:100.000 verdinnt und war

somit gebrauchsfertig verdunnt.

Die Farbeprozedur musste auf Grund der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffs in
einem abgedunkelten Raum erfolgen. Die getrockneten Probekorper wurden
mittels Pipettierung mit der SYBR® Green | — Farbstofflésung versetzt, so dass alle
Probekorper in den Wells vollstandig benetzt waren. Nach 15 Minuten erfolgte die

Entfernung der Farbstofflosung mit einer Pasteurpipette.
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Um die noch vorhandenen Farbstoffreste des SYBR® Green | vollstindig von den
Probekorpern zu entfernen, schloss sich ein erneuter Waschvorgang an. Hierzu
dienten wieder die Wasserstrahlabsaugung und eine Pipette. Finf mal wurden alle
Wells mit den Probekdrpern vollstandig mit Tris-Pufferlésung beschickt und die
Losung wieder abgesaugt. Nach einer Trocknungsphase von 30 Minuten unter der
Cleanbench, konnten die Probekdrper der Auswertung im Fluoreszenzmessgerat

zugeflhrt werden.

2.6.4 Analyse im Fluoreszenzmessgerat SPECTRAFIluor Plus

Das SPECTRAFIuor Plus der Firma Tecan ist ein Fluoreszenzmessgerat, das auf
Grund seiner Ausstattung sowohl von der Hard- als auch von der Software
bestens fur die Untersuchungen geeignet ist. Das Gerat ist mit zwei
Filterschachten ausgestattet, in die unterschiedliche Farbfilter eingebracht werden
konnen und somit unterschiedliche Wellenlangenbereiche des Lichts zur Analyse
Verwendung finden. Zudem erlaubt das Messgerat damit die gleichzeitige
Messung von Exzitation und Emission. Fir die vorliegende Untersuchung wurden
dem Fluoreszenz-Exzitations- und Emmisionsspektrum von SYBR® Green |

entsprechende Farbfilter gewahlt (vgl. 1.7.2).

In den Aufnahmeschacht fur die Proben passen alle genormten Zellkulturplatten.
Somit war auch die verwendete 24-Well-Zellkulturplatte, in der die Versuche

durchgefuhrt wurden, passend.

Die dazugehérige Windows98®—unterstiitzte Software Magellan v.2.0 diente
sowohl der Hardwarekonfiguration als auch der Softwareeinstellung, bzw. der

Definition der auszuwertenden Messbereiche.
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Abbildung 12: Arbeitsplatz mit Fluoreszenzmessgerat SPECTRAFIluor Plus

2.6.4.1 Einstellungen des Fluoreszenzmessgerats

Zunachst erfolgte die Definition der Zellkulturplatte. In einem reichhaltigen
Auswahlment wurden die entsprechende Zellkulturplatte gewahlt und die
angegebenen Abmessungen mit der zuvor in den Schacht des Messgerats
eingefuhrten Zellkulturplatte Uberprift. Das war deshalb von entscheidender
Wichtigkeit, da die zur Analyse ausgesendeten Lichtblitze direkt auf die
Oberflache des im Well befindlichen Probekdrpers treffen mussten und keinesfalls

den Rand der Zellkulturplatte, um keine falschen Werte zu erhalten.

Nach dieser Einstellung wurden die Parameter fir die Durchfiihrung der Analyse
definiert. Diese sollten der Materialprobe und dem Fluoreszenzfarbstoff angepasst
sein. Die fiir den Farbstoff SYBR® Green | entsprechenden Filter fur die Exzitation
(Wellenlange von 485 nm) und Emission (Wellenlange von 535 nm) wurden
installiert, das entspricht fast den Wellenlangenmaxima des Farbstoffs SYBR®
Green |. Die Messungen erfolgten mit maximaler Auflésung von finf mal funf
Lichtblitzen pro Well — das sind 25 Messungen je Probekorper.
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Fur jeden Probekorper stellte sich nach dem Beenden der Messungen ein
Zahlenwert, der aus 25 Einzelwerten, den sogenannten Rohwerte — entsprechend
der Lichtblitze — gemittelt wurde, dar. Dieser gemessene Wert entsprach der

Fluoreszenz des Farbstoffs und zeigte somit die Exzitation und Emission an.

Ein hoher Zahlenwert stimmte mit einem hohen Anteil an angefarbter Bakterien-
DNA dberein. Diese Rohwerte wurden dann mit dem Tabellenkalkulations-
programm Microsoft® Excel graphisch aufbereitet und weiter statistisch verarbeitet
(vgl. 7.2).

2.7 Visualisierung der gemessenen Werte mit einem Fluoreszenzmikroskop

Im Anschluss an die Messungen wurde sofort die optisch-subjektive Verifizierung
der gemessenen Werte im Fluoreszenzmikroskop durchgefihrt. Dazu wurden die
Probekorper einzeln auf gekennzeichnete Objekttrager gebracht und im Auflicht,
das durch den Einsatz eines geeigneten Farbfilters (BP450-490/BP515-565), der
auf das Fluoreszenzspektum des SYBR® Green | - Farbstoffs abgestimmt war,

betrachtet.

Durchlicht-F arbfilter

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskop mit digitaler Kameraeinheit
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3 Ergebnisse

3.1 Oberflachencharakterisierung der Silikone und ihrer Beschichtungen

Die Charakterisierung der Oberflachen erfolgte unter dem
Rasterelektronenmikroskop und wurde mittels Thermosublimationsausdruck
visualisiert und anschlieBend mit einem Scanner digitalisiert. Dabei wurde je
Silikon und je Beschichtung eine Vielzahl von Bildern angefertigt. Die dargestellten

Aufnahmen entsprechen einem reprasentativen Querschnitt der Oberflachen.

3.1.1 Natiirliche Silikonoberflache

Alle naturlichen, unbehandelten Oberflachen der untersuchten Silikone stellten
sich unter dem Rasterelektronenmikroskop weitestgehend glatt dar. Mitunter
erkannte man oberflachliche Landmarken, die entweder durch den
Herstellungsprozess der Probekdrper entstanden oder Artefakte des

Vorbereitungsprozesses (CPD oder Sputten) waren.

Die Abbildung 14 zeigt eine um den Faktor 2000 vergroRerte native
Silikonoberflache mit feinen, 1 — 3 um grof3en Einbuchtungen. Die helleren Punkte

sind artifizielle Verunreinigungen.

Abbildung 14: Naturliche Silikonoberflache
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3.1.2 Natiirliche Silikonoberflache mit Bakterienbewuchs

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der natirlichen Silikon-
oberflache mit Bakterienbewuchs wiesen alle eine, die Oberflache flachig
ausfullende, massive bakterielle Besiedlung auf. Dabei konnte kein
Bakterienstamm beobachtet werden, der von seiner Oberflachenbesiedlung

besonders auffallig war.

In Abbildung 15 ist vordergrindig ein dichter Bewuchs des Bakteriums Klebsiella
pneumonia zu erkennen. Teilweise lassen sich auch Vermehrungsvorgange durch
Teilung erkennen. Der homogene Hintergrund zeigt die natirliche

Silikonoberflache. Die Aufnahme ist um den Faktor 3000 vergroRert.
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Abbildung 15: Klebsiella pneumonia auf naturlicher Silikonoberflache

In der Abbildung 16, die eine VergroRerung um den Faktor 20000 aufweist, sind
zwei Bakterien des Typs Streptococcus salivarius auf einer natdrlichen
Silikonoberflache zu erkennen. Beide Bakterien haben von ihrer Oberflache
ausgehende Fortsatze, sogenannte Pilii.

Der Hintergrund stellte sich bei einer derartigen VergrofRerung nicht mehr so
homogen wie in Abbildung 14 dar. Man erkennt in der Abbildung 16 kleine
Kigelchen, die der Oberflache aufliegen. Da die Firma GfE Metalle und

Materialien GmbH Probleme bei dem im Hochvakuum durchzufihrenden
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Beschichtungsprozess der Silikone hatte (vgl. 3.1.3), konnte es sich im Vakuum im
Inneren des Rasterelektronenmikroskops ebenfalls um das gleiche Phanomen —

Diffusion von ungebundenem Silikondl an die Oberflache — handeln.
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Abbildung 16: Streptococcus salivarius auf natirlicher Silikonoberflache

3.1.3 Titan-Iridium beschichtete Silikonoberflache

Auf den Probekoérper, deren Oberflachen mit einer Titan-Iridium-Beschichtung
modifiziert waren, konnten keine homogenen und damit auswertbaren
metallischen Schichten gefunden werden. Die Aufsicht mit unbewaffnetem Auge
war eben und einheitlich, selbst manuelle elastische Verformungen des
Silikonprobekoérpers schien die Beschichtung Stand zu halten. Unter dem
Rasterelektronenmikroskop konnten jedoch immer wieder Rissbildungen und
Abplatzungen der metallischen Schicht (vgl. Abbildung 17 — dunkle Bereiche)

nachgewiesen werden.

Nach Diskussion mit den verantwortlichen Mitarbeitern der Firma GfE Metalle und
Materialien GmbH bestarkte sich folgender Verdacht: Wegen des starken
Vakuums wahrend des Beschichtungsvorgangs diffundierten permanent fllssige
Inhaltsstoffe aus den Silikonprobekdrpern an die Oberflache. Diese Flussigkeiten
storen die Ausbildung einer homogenen Beschichtung. Mittels Photoelektronen-
spektroskopie hat die Firma GfE Metalle und Materialien GmbH die FlUssigkeit als
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Silikondl identifiziert. Aus diesem Grund wurde ein Versuchssilikon (VS-D-151/1)
von der Firma Dreve Dentamid GmbH entwickelt, das nach Herstellerangabe kein
Silikondl enthalt. Trotzdem konnte auch bei diesem Silikon keine nutzbare Titan-

Iridium-Beschichtung aufgetragen werden.
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Abbildung 17: Abplatzungen der Titan-Iridium-Schicht

3.1.4 Titan-Iridium beschichtete Silikonoberflache mit Bakterienbewuchs

Trotz der fehlgeschlagen Beschichtungsversuche, eine homogene Titan-Iridium-
Schicht auf der Silikonoberflache aufzubringen, wurden einige Probekdorper
dennoch auf ihre Besiedlung mit Bakterien unter dem Rasterelektronenmikroskop
betrachtet. Abbildung 18, die einen VergroRerungsfaktor von 5000 aufweist, ist
daher nur als Test zu werten. Zu erkennen ist eine, mit dem Bakterium
Staphylococcus epidermidis nach Zufallsverteilung besiedelte durch Risse und
Abplatzungen defekte Oberflache.

Aus den rastermikroskopischen Aufnahmen der misslungenen Titan-Iridium-
Beschichtung konnte im Gegensatz zu der amphoteren Beschichtung keine
Aussage darUber getroffen werden, ob eine Bakterienreduktion zu erwarten
gewesen ware. Rein subjektiv machte diese Beschichtung eher den Eindruck,

dass die Bakterienanzahl auf der Beschichtung leicht erhdht sei.
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Abbildung 18: Staphylococcus epidermidis auf fehlgeschlagener Titan-Iridium-
Beschichtung

3.1.5 Amphoter beschichtete Silikonoberflache

Die durch die Firma bionic surfaces von Dr. med. R. Siegel amphoter modifizierte
Silikonoberflache der Probekdrper (vgl. Abbildung 19) zeigt eine homogene,
jedoch teilweise stark wolkig bis rau strukturierte Oberflache. Dadurch kommt es
im Vergleich zur naturlichen Silikonoberflache zu einer Vergrolerung der

Oberflache um einen unbekannten Faktor.
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Abbildung 19: Modifizierte Silikonoberflache durch amphotere Beschichtung
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Man kann nicht erkennen, ob es sich um eine Beschichtung im Sinne einer
Auflagerung einer Substanz oder um eine subtraktive Mallnahme handelt, die

,Locher” in die Silikonoberflache gefressen hat.

3.1.6 Amphoter beschichtete Silikonoberflaiche mit Bakterienbewuchs

Abbildung 20 (VergroRerungsfaktor 2000) ist reprasentativ fur alle raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der amphoteren Silikonoberflache mit
bakteriellem Bewuchs. Die Oberflache erscheint, wie fur diese Beschichtung
charakteristisch, wolkig. Anhaftende Bakterien oder Bakterienkolonien, vor allem
bei Staphylococcus epidermidis vorkommend, waren im Vergleich zur natlrlichen

Silikonoberflache weitaus weniger zu finden.

B i LU

F 1u i i

@80

S L ||

Abbildung 20: Staphylococcus epidermidis auf amphoter beschichteter Oberflache

3.2 Ergebnisse der klassischen Analyse

Die Ergebnisse der Auszahlung der koloniebildenden Einheiten (cfu) stimmte mit
den Messergebnissen der Fluoreszenzmessung weitgehend Uberein. Diese
quantitative Auswertung diente nur zur zweckmalligeren Kontrolle der
computergestutzten Auswertung (vgl. 3.3), als der im Rasterelektronenmikroskop
beim Betrachten der Silikonoberflachen gewonnene optische Eindruck.
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Am Beispiel von Staphylococcus epidermidis auf dem Silikon Obturasil 40 soll
folgende Tabelle die Auswertung veranschaulichen. Standardabweichung und

Signifikanz wurden nicht ermittelt. Auf komplette Auflistung aller Zahlwerte soll hier

verzichtet werden.

Obturasil 40 N N N , .

Staph. Epi. Zahlung 1 | Zahlung 2 | Zahlung 3 | Zahlung4 | Mittelwert
beschichtet 105 133 122 114 118,5
unbeschichtet 171 185 177 201 183,5

Verringerte Bakterienanhaftung der beschichteten Probekérper: 35,42%

Anhand der Abbildung 21 aus den Versuchen, die unter 2.6.2 beschrieben
wurden, soll nur am Beispiel des Bakterienstamms Escherichia coli gezeigt
werden, wie sich die mit den Kolonien bewachsene Agarplatte darstellt. Aus je vier
ausgezahlten Agarplatten wurde der Mittelwert bestimmt. Aus dem Verhaltnis der
Mittelwerte von gleichartigen Probekorpern eines Silikons mit und ohne
amphoterer Beschichtung erfolgte die Ermittlung der Bakterienreduktion. Dabei
konnte eine verringerte Bakterienadhasion von 20% bis 67% nachgewiesen

werden.

Abbildung 21: Escherichia coli Kolonien auf einer Agarplatte
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3.3 Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen

Die Auswertungen durch das Fluoreszenzmessgerat wurden alle optisch unter
dem Fluoreszenzmikroskop verifiziert und durch die Auszéhlung der unter 3.2

beschriebenen klassischen Methode bestatigt.

Die im folgenden abgebildeten Balkendiagramme dienen zur Veranschaulichung
der relativen Bakterienzahlen. Je Balken ist der Mittelwert aus vier gemessenen
Probekorpern mit der dazugehoérigen Standardabweichung dargestellt. Dabei
wurde vergleichend die prozentuale Reduktion der adharenten Bakterien mit deren
Signifikanz ermittelt. Auf die Beschriftung der Ordinate wurde auf Grund der

lediglich vergleichenden Darstellung bewusst verzichtet.

Allgemein konnte bei den untersuchten, mit einer amphoteren Schicht
modifizierten Silikonen im Vergleich zu den unbeschichteten Probekdrpern eine
signifikante Reduktion der bakteriellen Adhasion von 14% bis 69% festgestellt

werden.

Streptococcus epidermidis

Episil E
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardabwy p =005 | +
heschichtet 18196 4848 5 .50E+02 4 80E-04

Werringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 20,15% _
Obturasil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabw. p <005 | +
beschichtet 11083 276325 1. 96E+02 9.81E-05

wumwl

Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oberflache 37,13%

Odontosil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardak. p=005
heschichtet 3402 8505 1,18E+02 T.23E-04

Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oherflache 36,15%

V5-D-151M
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardabwy p <005
beschichtet avra 943,75 HA9E+02 9 61E-02
unbeschichtet 73|82 18455 3,94E+02 8,39E-02
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 43,86%

Elastesil RT 625 A
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabw. p<0,05
heschichtet 3820 885 243E+02 4,31E-03

unheschichtet 1268 2 40E+02 1,81E-03
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oberflache 24,68%
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Das Bakterium Streptococcus epidermidis Stamm RP 62 A zeigte auf allen

amphoter beschichteten Silikonen im Vergleich zu den unbehandelten Silikonen

eine Reduktion der bakteriellen Adharenz.

Hierbei waren Werte von 20% bei

Episil-E bis zu 49% bei VS-D-151/1 festzustellen.

Klebsiella pneumonia

Episil E
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardakba. n < 0,05
beschichtet 18873 474325 B,02E+02 5.85E-04

IUHDIHID‘

verringerte bakterielle Besiediung der amphoteren Oberflache: 40,16%
Qbturasil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardaby p =008
beschichtet 4821 120525 2A43E+02 2,18E-03
‘erringerte bakterielle Besiediung der amphaoteren Oberflache: 35,24%
Odoentesil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mitehwert Standardabw. p=<005
heschichtet 5403 135075 4 58E+02 9,72E-03
Verringerte bakterielle Besiediung der armphateren Oberflache: 34,52%
V5-D-151M
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardaba. p < 0,058
heschichtet 3645 911,25 2 12E+02 3,30E-03
unbeschichtet 116833 290825 294E+02 281E-04

68,67%

verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oberflache:

Elastosil RT 625 A
rel. Gesamtzahl Mitehwert Standardatnw
E042 15105 2.B3E+02 1,76E-03

7754 3,02E+02 1,02E-03

verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache:

n=4
beschichtet

n =005

unbeschichtet

1938 5

22,08%

LT

Die Versuchsreihe mit dem Bakterium Klebsiella pneumonia Stamm 3091 hatte

mit dem Silikon VS-D-151/1 den prozentual hoéchsten Wert des gesamten

Versuchs der bakteriellen Reduktion von fast 69%. Die Ubrigen beschichteten

Silikone wiesen eine Keimverminderung von 22% bei Elastosil RT 625 A bis 40%

bei Episil-E auf.
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Unpathogene Neisserien

Episil E
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardaboe. p<=005 E
heschichtet 5150 12875 2 TTE+D2 2 B3E-03
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oherflache 55,27% _
Obturasil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelhwert Standardakbe. p =005 I:"
beschichtet 4368 108225 14E+02 5,87E-04
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 41,02% _
Qdentosil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabw. p=005 E
heschichtet 3308 827 2 BEE+02 8 26E-03
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oberflache 51,45% _
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabo. p <005
heschichtet 33571 837 75 2 25E+02 5,01E-03
unheschichtet 6100 1525 1A5E+02 2,33E-04 +
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oherflache 45,07%

Elastosil RT 625 A
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardakb. p =005
heschichtet 2175 543,75 3,06E+02 381E-02

unheschichtet 2736 G54 2 H7E+02 1,93E-02
Yerringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 20,50%

I

Der einzige vom Patienten gewonnene Stamm von unpathogenen Neisserien
ergab bei jedem beschichteten Silikon eine bakterielle Reduktion. Hier lagen die
gemessenen Werte zwischen knapp 21% bei Elastosil RT 625 A und 55% bei
Episil-E.
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Escherichia coli

Episil E
n=4 rel. Gesamtzahl Mittehwert Standardatoer. p < 0,058
heschichtet 9116 2279 8,52E+02
verringerte bakterielle Besiediung der amphateren Oberflache: 47, 21%
Obturasil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardakbo. o=0,05
heschichtet 4676 1169 1 47E+02
‘erringerte bakterielle Besiediung der amphoteren Oberflache: 22,81%
Odontosil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mitehwert Standardabmw. p=<008
beschichtet 4876 121875 3B1E+02
Yerringerte bakterielle Besiediung der amphateren Oberflache: 27,83%
V5-D-1511
n=4 rel. Gesamtzahl Mitehvert Standardabmw. p <008
heschichtet 5504 1376 B,7EE+02
unheschichtet TB43 181078 302E+02
Verringerte bakterielle Besiediung der armphateren Oberflache: 27.,99%

Elastosil RT 625 A
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardakbo. n < 0,05
heschichtet 3860 970 3 .84E+02
chtet 4 11 E+02
verringerte bakterielle Besiediung der amphateren Oberflache: 18,09%

Bei den Versuchen mit Escherichia coli

+

Hlﬂlﬂ‘

L

des Stamms HB 101 konnten

Keimreduktionen von 18% bei Elastosil RT 625 A bis 47% Episil-E nachgewiesen

werden.
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Streptococcus salivarius

Episil E
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardaboe. p<=005 | +
heschichtet 14274 35685 1,73E+02

Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oherflache 20,91%

Obturasil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelhwert Standardakbe. p =005
heschichtet 3631 807 75 3.84E+02

Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 24,95%

Qdentosil 40
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabw. p=005
heschichtet 5063 1285875 3.859E+02

ww‘

Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oberflache 28,20%

VS-0-1511
n=4 rel. Gesamtzahl Mitelwert Standardabo. p <005
heschichtet 7845 198125 149E+02
unheschichtet 11817 2854 25 8 45E+02
Verringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Oherflache 33,61%

L1

{,

Elastosil RT 625 A
n=4 rel. Gesamtzahl Mittelwert Standardakb. p =005
heschichtet 9767 244178 5.58E+02

_I_

unheschichtet 2
Yerringerte bakterielle Besiedlung der amphoteren Cherflache 13,50%

Bei der Austestung mit Streptococcus salivarius des Stamms 259 auf den
beschichteten Silikonen, erwies sich Elastosil RT 625 A mit knapp 14% bakterieller
Reduktion als das mit dem geringsten prozentualen Wert im Testfeld. Die anderen
Silikone waren mit bakteriellen Reduktionen von bis zu 34% bei VS-D-151/1

vertreten.

Ein Vergleich der unterschiedlichen Silikone in den Diagrammen untereinander ist
auf Grund ungleicher Ausgangssituationen, wie initialer Bakterienanzahl,
Wachstumsbedingungen und anderer Einflisse nur bedingt mdglich. Lediglich das
Verhaltnis von beschichteter zu unbeschichteter Oberflache wurde erfasst und

dargestellt.

Auffallig ist allerdings das gehaufte Vorkommen von Elastosil RT 625 A als eines
derjenigen Silikone, die die geringste bakterielle Adhasionsreduzierung bei fast
allen Bakterienstammen aufweisen. Weitere Besonderheiten konnten nicht

ermittelt werden.
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3.4 Fluoreszenzmikroskopische Bilder

Samtliche Probekdrper wurden nach der Analyse im Fluoreszenzmessgerat sofort
unter dem Fluoreszenzmikroskop optisch nachuntersucht und digital fotografiert.
Eine nachtragliche Bildbearbeitung durch ein Bildbearbeitungsprogramm fand
nicht statt. Die so gewonnenen optischen Eindricke bestatigen subjektiv die
Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen. Folgende Bilder dienen zur weiteren
Veranschaulichung und sind reprasentativ fir die unter 3.3 aufgeflhrten
Ergebnisse.

Der  VergroRerungsfaktor der Bilder kann auf Grund fehlender
Referenzmarkierung, der unbekannten CCD-SensorgroRe und damit unbekannten

Brennweitenverlangerungsfaktor der Digitalkamera nicht angegeben werden.

Abbildung 22: Unbesiedelte naturliche Silikonoberflache
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Abbildung 23: Unbesiedelte amphotere Beschichtung

Abbildung 24: Mit Staphylococcus epidermidis besiedelte natirliche
Silikonoberflache
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Abbildung 25: Mit Staphylococcus epidermidis besiedelte amphotere Beschichtung

Deutlich ist die vergleichsweise geringe bakterielle Besiedlung der amphoter
beschichteten Silikone zu erkennen (vgl. Abbildung 25). Ferner ist auffallig, dass
der verwendete Farbstoff SYBR® Green | eine hohere Affinitat zur amphoteren
Beschichtung hat und diese starker anfarbt, als zur unbehandelten
Silikonoberflache. Dadurch entstehende, eventuell verfalschende Einflisse auf die
Messergebnisse im Fluoreszenzmessgerat wurden immer durch eine
Vergleichsmessung zu unbesiedelten, aber dennoch beschichteten Probekorpern
ausgeschlossen. Zudem hat man durch die vorher durchgefihrte Versuchsreihe
mit der unter 3.2 beschriebenen klassischen Analyse eine gute Kontrollmdglichkeit

des Ergebnisses.
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4 Diskussion

4.1 Kritik an der Auswahl der Silikone

Das auf dem deutschen Dentalmarkt angebotene Spektrum an inkorporierbaren
Silikonen, die im zahnmedizinischen Randgebiet der Mund-, Kiefer- und
Gesichtsprothetik und Epithetik Anwendung finden, ist sehr gering. Sowohl der
sehr niedrige Bedarf, gemessen an der Jahresgesamtproduktion an Silikon, als
auch die Zertifizierung ,medical-grade®, treiben die Herstellungskosten dieser
Produkte in die HoOhe. Daher hat sich nur eine kleine Anzahl von
silikonproduzierenden und -vertreibenden Firmen auf dem deutschen Dentalmarkt
etabliert. Der MarktfUhrer fur Silikone in der Mund-, Kiefer- und Gesichtsprothetik
und Epithetik, die Firma Dreve Dentamid GmbH, stellte kostenfrei Silikone zur
Austestung zur Verflgung und entwickelte zudem ein silikondlfreies
Versuchssilikon. Die Auswahl der Silikone erfolgte daher aus Grunden der
Einsatzhaufigkeit und Wirtschaftlichkeit.

4.2 Kritik an der Auswahl der Bakterien

Die Entscheidung, welche Bakterienstamme flr die Untersuchungen sinnvoll sind,
erfolgte bereits im Vorfeld nach mikrobiologischer Auswertung inkorporierter
Patienten-Silikonkdrper (LEEMING et al. 1998). Eine reprasentative Auswahl immer
wieder nachgewiesener Keime, sowohl grampositiv als auch gramnegativ diente
als Grundlage. Die Vielzahl der tatsachlich nachweisbaren Keime ist weitaus
héher und immer patientenspezifisch. Bisher konnten rund 500 unterschiedliche
Bakterienarten im Mund nachgewiesen werden (CARLSSON et al. 1989). Die
Anzahl und Verteilung der Keime hangt weitestgehend vom fur die Bakterien zur
Verwertung stehenden Substrat, dem Wirtsorganismus und dessen Immunsystem
ab. Ferner ist zum Keimnachweis der Zeitpunkt des mikrobiologischen Abstrichs
nicht zu vernachlassigen, da die Quantitat und Qualitat sogenannter

Pionierbakterien und Spatbesiedler vom Entnahmezeitpunkt abhangig ist.
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Die unter LEEMING (1998) durchgeflhrte mikrobiologische Auswertung der
Patientenabstriche ergab, dass nicht nur bakterielle Plagques unterschiedlicher
Spezies zu finden waren, sondern auch vermehrt Pilze und Hefen. Vor allem sei
hier Candida albicans genannt, da dieser Pilz bei jedem Abstrich nachgewiesen

wurde.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen beschrankten sich
auf funf Bakterienstamme, die einen Querschnitt des anzutreffenden Spektrums
darstellen sollen. Es ist allerdings festzuhalten, dass umfangreiche weiterfiihrende
Analysen unter Beachtung und separater Betrachtung von Pilzen und Hefen auf
monokultureller Basis und auch bakterielle Mischflora mit folgender Untersuchung
an einer Patientenmischflora durchgefiihrt werden missen, um weitere gesicherte
Erkenntnisse zu gewinnen. Die Interaktion verschiedener Keime untereinander
und das Zusammenspiel von Bakterien, Pilzen und Hefen spielen hierbei

vermutlich eine gewichtige Rolle.

Zudem ist eine patientenrelevante Analyse notwendig, die die Ernahrungs-
gewohnheiten, die Zusammensetzung des Speichels und der Sekrete
bertcksichtigt. In wie weit diese Korperflussigkeiten Einfluss auf die Haltbarkeit

von Silikonen haben, ist fraglich.

4.3 Kritik der Methoden

4.3.1 Diskussion der Analytik

Die Wahl des klassischen Zahlverfahrens und damit der Bestimmung der colony
forming units ist in der Mikrobiologie eine sehr sichere Standardmethode, die im
Lauf der Zeit durch eine Vielzahl von unterschiedlichen, gréRtenteils
computergestiutzten Zahimethoden erganzt wurde. Die klassische Analyse hat auf
Grund haufig durchzufuhrender Einzelschritte viele mogliche Fehlerquellen und ist
in der Auszahlung der absoluten Bakterienanzahl recht ungenau, da das

Zahlergebnis immer hochgerechnet werden muss.
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Ferner darf bei dieser Anwendung der zeitliche Aspekt nicht vernachlassigt
werden. Im Vergleich zu einer computergestitzten Auszahlung mittels
Fluoreszenzfarbung, die etwa einen Zeitaufwand von zwei Stunden bendtigt, bis
ein gesichertes Zahlergebnis vorliegt, liegt die klassische Auszahlung bei 24
Stunden bis zwei Tagen. Dies ist hauptsachlich auf Verdunnungsreihen und dem

koloniebildendem Wachstum der Bakterienkulturen zurtickzufihren.

Zusammenfassend ist der Einsatz der computergestitzten Fluoreszenzmessung,
die eines hohen technischen Aufwands bedarf, eine exakte und effektive Methode
Bakterien auszuzahlen. Die grofste mogliche Fehlerquelle hierbei ist die

Verwendung des Farbstoffs SYBR® Green |, die unter 4.3.4 separat diskutiert wird.

4.3.2 Diskussion der Bakterienabléosung von der Oberflache

Ein Problem der klassischen Analyse stellte die Entfernung der adharierenden
Bakterien von der Oberflache der Probekorper dar. Ziel war es, alle Bakterien von
der Oberflache abzulésen und in eine Nahragarlosung zu Uberfuhren. Das
Ablésen der Bakterien sollte nach SIEGEL nicht mittels Ultraschall erfolgen, da auf
Grund des viel zu hohen Energieeintrags die amphotere Oberflache Schaden
nehmen konnte. Er fordert als Mittel der Wahl das Vortexen. Dennoch wurde das
Ultraschallbad eingesetzt, da sich damit eine im Vergleich gesicherte Ablosung
der adharierenden Bakterien erzielen lies. Zudem war eine intakte oder zerstorte
Beschichtung fur die weiteren Untersuchungen nicht von Bedeutung. Eventuell
konnten durch den Ultraschall in Losung gegangene Beschichtungsbruchsticke
Einfluss auf die Vermehrung der Bakterien in der Nahrldsung haben. Ein

Nachweis daruber wurde nicht erbracht.
4.3.3 Silikone im Fluoreszenzmessgerat
Bei den durchgeflhrten Probemessungen von ungefarbten Probekdrpern, also

unbehandeltem Silikon, im Fluoreszenzmessgerat SpectraFluor Plus war zu

beobachten, dass Silikone per se Uber eine geringe Eigenfluoreszenz verfugen.
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Aus diesem Grund kann keine Aussage Uber eine absolute Bakterienanzahl auf
der Oberflache getroffen werden, da nicht auszuschliel3en ist, dass auch die
Hintergrundfluoreszenz des Silikons als falsch positiver Wert mit gemessen wird.
Die ermittelten Ergebnisse kénnen demzufolge nur als vergleichende Messungen
gewertet werden, die auf der Messung von den jeweiligen Referenz-Probekorpern
basieren. Fur die durchgefuhrten Untersuchungen sind ohnehin vergleichende
Messungen sinnvoller. Durch die Auswertungen lasst sich lediglich eine Aussage

uber die prozentuale bakterielle Reduktion oder Erhéhung treffen.

4.3.4 Der Farbstoff SYBR® Green |

Der DNA-Farbstoff findet auf unterschiedlichen Gebieten der Mikrobiologie und
Biochemie Anwendung. In den durchgefuhrten Untersuchungen diente er lediglich
des ,Sichtbarmachens” und damit der computergestitzten Auszahlung der
Bakterien. Prinzipiell hatte man auf andere Farbstoffe, die Bakterien oder deren
Inhaltsstoffe selektiv anfarben, zuriickgreifen kénnen. Da aber der Farbstoff auf
die Filter im Fluoreszenzmessgerit abgestimmt sein muss und SYBR® Green | ein
Fluoreszenz-Exzitations- und Fluoreszenz-Emissions-Maximum bei dem Wert von
497 nm und 520 nm aufweist, was den vorhandenen Filtern von 485 nm und 535

nm sehr gut entspricht, ist die Wahl des SYBR® Green | ideal.

Die Auslieferungsform des Farbstoffs ist hoch konzentriert, so dass eine
Verdinnung mit einem Verdlinnungsmedium durchgefiihrt werden muss. Aus
zahlreichen Vorversuchen, konnte das beste Medium und die passende
Verdunnung des Farbstoffs ermittelt werden. Wichtig dabei war die Oberflache des
Probekorpers, ob beschichtet oder nicht, moglichst wenig anzufarben bei

gleichzeitiger intensiver Anfarbung der Bakterien-DNA.

Als problematisch stellte sich die Affinitat des Farbstoffs zur amphoteren
Oberflachenbeschichtung dar; starker als bei der unbehandelten Silikonoberflache
lie® sich eine Hintergrundfluoreszenz nachweisen (vgl. Abbildungen 23 und 25).

Das heil3t der Farbstoff lagert sich offenbar in oder an die amphotere
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Beschichtung. Wie bereits unter 4.3.3 beschrieben, war die Messung nur im

Vergleich mit unbesiedelten Referenz-Probekdrpern maoglich.

Da der Farbstoff sehr licht- und temperaturempfindlich ist, ist eine Lagerung der
abgefarbten Probekdrper Uber einige Tage hinweg nur unter Lichtausschluss und
Klhlung mdoglich. Selbst bei langerer Betrachtung unter dem Fluoreszenz-
mikroskop schwindet durch das auftreffende, gefilterte Licht die Intensitat des

grunen Farbstoffs der Farbung rasch.

4.3.5 Diskussion der Fluoreszenzmessung

Das Fluoreszenzmessgerat SPECTRAFluor Plus der Firma Tecan ist ein
modernes Analysegerat mit unterschiedlichen Anwendungsbereichen in der
Zellbiologie. Mit der dazugehdrigen Magellan-Software oder dem ,XFLUOR®-
Programm lassen sich gemessene Werte und Ergebnisse leicht in das
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Excel konvertieren und dort weiter
statistisch bearbeiten.

Die Bedienung der Software und des Geréats ist einfach und verstandlich. Bei den
mehr als 600 Messungen gab es keine Stérungen oder Ausfalle. Das Gerat liefert
auch bei mehrmalig hintereinander durchgefiihrten Messungen einer Probekoérper-
Reihe im Rahmen der fir das SPECTRAFIuor Plus vom Hersteller angegebenen
Messgenauigkeit identische Werte. Damit sind alle Messungen Uuber einen

gewissen Zeitraum hinweg (vgl. 4.3.4) reproduzierbar.

4.4 Kritik an der Auswahl der Beschichtungen

4.4.1 Oberflachenmodifikation mit einer Titan-Iridium-Schicht

Aus der Erkenntnis, dass auf einer glatten Titanoberflache die bakterielle
Adhasion gering ausfallt (KAwWAHARA et al. 1998) und daher das Problem der
raschen bakteriellen Besiedlung in der Defektversorgung von Mund-, Kiefer- und

Gesichtsdefekten mittels Titanresektionshohlkdrpern nur eine untergeordnete
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Rolle spielt, entstand der Gedanke, Silikone mit einer Titan-Iridium-Schicht zu
uberziehen. Das Verfahren der Firma GfE Metalle und Materialien GmbH, die
plasmaaktivierte Gasphasenabscheidung und die damit verbundene metallische
Oberflachenbeschichtung ist fur Kunststoffe wie Polypropylen (PP), Polyethylen-
therephtalat (PET), Polytetrafluorethylen (PTFE) und Polyurethan (PUR) im
medizinischen Einsatz in der Endphase der Testung. Die Beschichtung dieser

Kunststoffe bestand alle physikalischen Anforderungen zur Implantation.

Die Beschichtung von Silikonkérpern mit dem gleichen Verfahren stellte sich als
aulderst schwierig dar. Wie bereits beschrieben, ist es nicht gelungen, eine
belastbare Schicht auf eine Silikonoberflache aufzubringen. Sollte es sich jedoch
realisieren lassen, eine metallische Schicht auf die Oberflache von Silikonen zu
generieren, ist es dennoch fraglich, ob diese Schicht den extremen physikalischen

Kraften standhalten kann.

4.4.2 Oberflachenmodifikation mit einer amphoteren Schicht

Die Oberflachenmodifikation mit einer amphoteren Schicht kennt diese
Problematik nicht, da hierbei funktionelle Gruppen kovalent an die Oberflache des
Silikons gebunden werden. Aus physikalischer Sicht sollte diese Art der
Beschichtung unproblematisch sein. Hier gilt das Interesse vielmehr der
chemischen Basis. Erfullt der Werkstoff Silikon nach der Modifikation immer noch
die Kriterien eines Biomaterials und darf dieser inkorporiert werden? Diese Frage
lasst sich nur durch umfangreiche Untersuchungen klaren, die bisher noch

ausstehen.

Ferner zeigen die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (vgl. Abbildung
19) dieser Beschichtung eine durch Lakunen und L&cher stark vergroRerte
Oberflache, die noch weiterer Untersuchungen bedarf. Eine derartige Oberflache
weist sicherlich eine erhdohte Rautiefe auf, die Retention fur Ablagerungen von

Nahrungsmittelbestandteilen und Speichel darstellen.
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4.5 Ergebniskritik

Im Vergleich zeigten die Werte der Messungen der unterschiedlichen Silikone bei
allen ausgetesteten Bakterien eine statistisch signifikante Reduktion ihrer
Adhasion an den amphoter beschichteten Silikonoberflachen von 14% bei
Elastosil RT 625 A besiedelt mit Streptococcus salivarius bis zu 69% bei
VS-D-151/1 besiedelt mit Klebsiella pneumonia. Um dieser Tatsache auf den
Grund zu gehen, bedarf es einer genaueren Betrachtung der Grenzschicht und

des Wechselspiels ,Silikonoberflache — Bakterium®.

Zunachst ist die Adhasion von Bakterien an eine Polymeroberflache von den
Oberflachenladungen abhangig (SPIUKER et al. 1999). Nach SIEGEL weist, die
durch das nass-chemische Verfahren modifizierte  Silikonoberflache
gleichermal3en anionische wie kationische Ladungstrager auf. Seine Behauptung,
dass ein Bakterium egal welcher Ladung, von der gleichnamigen Ladung der
amphoteren Oberflache abgestoRen wird, kann nach den Grundgesetzen der
Physik bestatigt werden. Jedoch ist hierbei zu bedenken, dass sich
entgegengesetzte Ladungen anziehen wund somit ein  unerwunschter

Anziehungseffekt hervorgerufen werden kann.

Diese physikalische GesetzmaRigkeit ist nicht der einzige Grund, der Bakterien
zur Adhasion an Oberflachen veranlasst. Wie bereits unter 1.5.1. beschrieben, ist
die primare Bindung eines Bakteriums, in diesem Fall Staphylococcus epidermidis,
an eine Polymeroberflache ein multifaktorielles Geschehen. Dabei spielen nach
ESPERSEN et al. (1990), HoGT et al. (1985 & 1986), LubwICKA et al. (1984),
PASCUAL et al. (1986) und ToJo et al. (1988) hauptsachlich Oberflachenproteine,
niedermolekulare Krafte und hydrophobe Wechselwirkung der Oberflachen eine

entscheidende Rolle.

Somit kann eine, nur auf Oberflachenladung basierende modifizierte Oberflache
nie eine komplett bakterienabstoRende Oberflache darstellen, sondern nur eine
veranderte bakterielle Adhasion hervorrufen.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass vor allem mit Episil-E der Firma Derve

Dentamid GmbH durch die Beschichtung eine deutliche Reduktion der
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Keimanhaftung erreicht werden konnte. Die Werte lagen fur diese modifizierte
Silikonoberflache bei 20% bis 55%. Uber die Ursache diesbeziiglich kann gesagt
werden, dass dieses Silikon von der Herstellung her das einzige war, welches eine
thermische Polymerisation im Ofen bei 75 °C erfahren hatte und somit entweder
die Bakterienadhasion bei unbehandelter Oberflache beglnstigt oder die

amphotere Beschichtung hierbei am wirksamsten ist.

Konstant geringere Werte prasentierte das Elastosil RT 625 A der Firma Wacker
Chemie GmbH. Hierbei lag die bakterielle Reduktion bei 13% bis 25%. Durch das
Anmischen des 1:9 Silikons von Hand (Silikonteile Katalysator und Basis mussten
durch Wiegen ermittelt werden) entstehen wahrend der Polymerisation im
Vergleich zu den anderen Silikonen, die durch die Kartuschenmischung exakter
dosiert werden kénnen, ein Ungleichgewicht mit Uberschuss eines nicht in die
Reaktion mit aufgenommenen Reaktionspartners. Dabei kommt es zur
Qualitatsminderung. Das Silikon Episil-E, das durch eine Langzeitpolymerisation
im Ofen bei 75 °C aushartet, hat vergleichsweise weniger freie Reaktionspartner.
Bei Elastosii R 625 A liegt im Silikon und an seiner Oberflache ein
Reaktionspartner im Uberschuss vor, der wiederum mit den kovalenten Bindungen
der amphoteren Oberflache in Wechselwirkung treten kdnnte und damit die
Wirkung der amphoteren Beschichtung schwacht. Dieser Effekt konnte zu einer

Erhéhung der bakteriellen Adhasion flhren.

Da nur Bakterienmonokulturen und nicht vom Patienten entnommene
Mischkulturen, die grofdtenteils zur Biofilmbildung befahigt sind, untersucht
wurden, steht noch offen, ob sich die positiven Resultate in vivo Ubertragen

lassen.

SchlieRlich ist bei gelungener Bakterienreduktion oder gar volliger Bakterienfreiheit
auf der Silikonoberflache und damit veranderten Selektionsdruck fraglich, was flr

ein neues biologisches Gleichgewicht sich einzustellen vermag.
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4.6 Weitere mogliche Denkansatze

Die permanent hohe Keimbelastung auf den Silikonkérpern ist fur die meist
ohnehin schon immungeschwachten Patienten nach einer Tumoroperation
belastend. Die Bakterien leisten einer Fremdkorper-assoziierten Infektion

Vorschub und erschweren damit die Genesung der Patienten.

Um die Haltbarkeit der inkorporierten Silikonformteile zu verlangern, gibt es
verschiedene Denkansatze. Die momentan einfachste und praktikabelste ist eine
Desinfektion des Silikonkdrpers in Dibromol®-Tinktur fiir eine Stunde alle drei Tage
(KuTtz et al. 2001). Wie sich dabei das Silikon als Werkstoff verandert, ist bisher
noch nicht ausfuhrlich untersucht worden. Festzustellen in der Praxis ist je nach
Grole des Silikonformteils eine Schrumpfung und damit verloren gegangene
Passgenauigkeit, die nach einer gewissen Zeit eine Neuanfertigung unumganglich
macht. Eine Unterfutterung, wie diese aus der Zahnmedizin bei Prothesen bekannt

ist, ist wegen der sehr reaktionstragen Oberflache des Silikons nicht durchflhrbar.

Eine weitere denkbare Losung die Keimbelastung zu reduzieren, sind SAM
(Sustainable Active Microbicidal) -Polymere® (vgl. 1.8) (Bericht ACHEMA 2003). In
wie weit diese Form der Polymere sich auf Silikone Ubertragen lasst und ob diese

sich dann noch fir medizinische Zwecke eignen sei dahingestellt.

Eine permanente Abgabe eines antibiotischen Wirkstoffs, im Sinne einer
permanenten Antibiose, aus den Silikonkérpern ist wegen der Ausbildung
moglicher Resistenzen und der Verschiebung der Flora zugunsten der Hefen und

Pilze eher ungeeignet.
4.7 Schlussfolgerungen und Prognose
Prinzipiell ist festzuhalten, dass alle Silikone durch das nass-chemische

Beschichtungsverfahren mit seiner amphoteren Oberflache eine Reduktion der

bakteriellen Adhasion aufweisen.
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Die vorliegenden in vitro Ergebnisse geben zu der Hoffnung Anlass, dass mit der
amphoteren Beschichtung von Silikonoberflachen ein wirksames Mittel gegen die
rasche Verkeimung von temporar inkorporierten Silikonkoérpern zur Verflgung
stent. Die in der Untersuchung gefundenen mikrobiologischen Daten sind

uneingeschrankt positiv zu bewerten.
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5 Zusammenfassung

Der bakterielle Bewuchs auf inkorporierten Silikonkorpern ist seit Einflhrung des
Werkstoffs Silikon in die Mund-, Kiefer- und Gesichtsprothetik ein erhebliches
Problem, das nicht nur die Haltbarkeit der Silikonkdrper herabsetzt, sondern auch
die Lebensqualitat und die Gesundheit der Patienten vermindert. Alternativen zum
Werkstoff Silikon sind heutzutage das Methacrylat und Titan, die jedoch nicht die
Vorteile des Silikons aufweisen. Um Silikone in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtsprothetik einsetzen zu kdnnen, bedarf es seitens des Patienten eines
groRen Pflegeaufwands, der eine zu schnelle Verkeimung des Silikonkdrpers und
eine damit verbundene Unbrauchbarkeit verhindern soll. Durch eine geeignete
Oberflachenmodifikationen, einer amphoteren Oberflachenbeschichtung, kann
dieser Verkeimung entgegengewirkt werden. Die Wirksamkeit der bakteriellen
Reduktion dieser Modifikation wurde in einer vergleichenden in vitro Untersuchung
mit funf Bakterienstammen (Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumonia,
unpathogene Neisserien, Escherichia coli und Streptococcus salivarius) und funf
Silikonen (Episil-E, Obturasil 40, Odontosil 40, VS-D-151/1 und Elastosil RT625A)
erforscht.

Insgesamt wurden Uber 800 Proben untersucht. Die Silikonprobekdrper wurden in
zwei Gruppen aufgeteilt. Eine davon wurde mittels eines nass-chemischen

Verfahrens amphoter beschichtet. Die andere diente als Referenz.

Die Analyse erfolgte auf zwei Wegen: Nach Inkubation von je vier beschichteten
und vier unbeschichteten Probekorpern mit einer Bakterien-Monokultur schloss
sich die mikrobiologische Auswertung im klassischen Stil an. Die auf den
Probekorpern  adharenten  Bakterien  wurden  entfernt, nach  einer
Verdunnungsreihe auf Agarplatten erneut angezichtet, anschlieRend bebritet und
die entstandenen Kolonien ausgezahlit. Die so erhaltenen Werte, die ,cfu” (colony
forming units), wurden als Kontrolle der computergestitzten Fluoreszenzmessung

erfasst.
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Die zweite Methode entsprach bis zum Ablosen der Bakterien von den
Probekdrpern der ersten. Alle adharenten Bakterien verblieben auf den Silikonen,
wurden mittels eines Bakterien-DNA-Farbstoffs angefarbt und computergestuitzt

mit Hilfe eines Fluoreszenzmessgerats ausgezahlt und statistisch ausgewertet.

Die Ergebnisse der klassischen mikrobiologischen Methode bestatigten die
Messungen mit dem Fluoreszenzmessgerat. Die Untersuchungen ergaben, dass
die amphotere Oberflachenmodifikation bei allen Silikonen eine Reduktion der
bakteriellen Adhasion zur Folge hatte. Dabei konnten statistisch signifikante Werte

von 14% bis zu 69% ermittelt werden.

Durch die amphoter modifizierte Oberflache wird die Adhasion von Bakterien
reduziert. Ein mdglicher Grund hierfur ist der elektrostatische Zustand an der

Grenzschicht beschichteter Oberflache zum Bakterium.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass durch die amphotere Beschichtung von
Silikonen ein Potential zur Reduktion der Keimbesiedelung gegeben ist. In
welchem Mal sich diese Veranderung des Werkstoffs auswirkt und welche
weiteren Alternativen sich bieten, muss in kommenden in vitro Tests und

anschliel3enden in vivo Untersuchungen verifiziert werden.
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7 Anhang

7.1 Materialliste

Gerate

Abzug

Autoklav
Autoklaventuten-
Einschweiligerat

Cleanbench

Digitalkamera und
Visualisierung fur Axiolab
Elektronische Waage

Fluoreszenzmessgerat
Fluroreszenz-Mikroskop
Glaser
Goldbedampfungsgerat
Kritisch Punkt

Trocknungsgerat

Locheisen

Gebaudeistallation

Cliniklav 25
Hygropac

LaminAir HB 2472

LC 100

PT 600
SPECTRAFIuor Plus

Axiolab
Becherglaser und
Erlmeyerkolben

K 550

CPD 030

Durchmesser 14mm

Mikrobiologischer Brutschrank Heraeus BB 6060

Motor-Pipette

pH-Meter

Accu-Jet

inoLab pH Level 1

Melag
Darr AG

Heraeus
Instruments
Intas Imaging
Instruments
Sartorius AG

Tecan

Carl Zeiss
GmbH
Schott Glas

Emitech
Bal-Tec AG

Karl Fischer
GmbH

Berlin
Bietigheim-
Bissingen

Hanau
Gattingen
Gottingen
CH-
Maennedorf
Jena

Mainz

GB-Ashford

Liechtenstein

Pforzheim

Heraeus Holging Hanau

GmbH

Brand GmbH & Wertheim

Co. KG
WTW

Wielheim
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Pipetten

Polymerisationsgerat

Rasterelektronenmikroskop

Schuttler

Ultraschallgerat
Vortex-Gerat

Verbrauchsmaterialien

Autoklaventiten

Eppendorf-Caps
Hartgips

Isolierung Gips gegen Gips
Isolierung Gips gegen
Kunststoff

Kunststoff-Petrischalen

Leitlack fur die
Rasterelektronenmikroskopie

Pipettenspitzen

Research 1000 &
Research 200

Polymax-1

DSM 940

Novotron

Sonorex RK 102 H

Vortex-Genie® 2

Hygrofol 7,5 x 30cm

Epi-Caps

Hinrizit wei® EN ISO
6873 —Typ 3
Supersep

Iso K

Leit-C

Research 1000 &
Research 200

Eppendorf AG Hamburg

Dreve-Dentamid Unna
GmbH

Carl Zeiss Jena

GmbH

Infors AG CH-
Bottmingen

Bandelin Berlin

Carl Roth GmbH Karlsruhe

Durr AG Bietigheim-
Bissingen

Eppendorf AG Hamburg

Ernst Hinrichs  Gosslar
GmbH

Kerr Italia SpA |-Scafati
Candulor CH-Wangen

Greiner-Bio One Fricken-
GmbH

Plano

hausen

Marburg

Eppendorf AG  Hamburg
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Tiefziehfolie

Zellkulturplatten

Chemikalien
Ampicillin

Aqua destillata
D(+)-Glucose
Formaldehyd (3,7%)
Hefeextrakt

KoHPO4

NaCl

NaOH

Pepton aus Casein
Pepton aus Sojamehl
Pepton Nr. 140
SYBR® Green |

Erkodur 3mm

24-Well

Serva GmbH
Eigenproduktion
Merck KG

Merck KG

Life Technologies
Merck KG

Merck KG

Merck KG
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
MoBiTec GmbH

Erkodent GmbH Pfalzgrafen-
weiler
Greiner-Bio One Fricken-

GmbH hausen

Heidelberg

Darmstadt
Darmstadt
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Munchen
Munchen
Munchen

Gottingen
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Zusammensetzung von Tryptone Soya Broth (TSB) Medium:

17,0% (w/v) Pepton aus Casein
3,0% (w/v) Pepton aus Sojamehl
2,5% (w/v) D(+)-Glucose

5,0% (w/v) NaCl

2,5% (w/v) KoHPO4

1000,0ml Aqua destillata
Kalibrieren des pH-Werts auf 7,3 mit HCI
Autoklavieren: 20 min, 121°C

Zusammensetzung von LB-Medium:

0,5% (w/v) Hefeextrakt

1,0% (w/v) Pepton Nr. 140

1,0% (w/v) NaCl

1000,0ml Aqua destillata
Kalibrieren des pH-Werts auf 7,0 mit NaOH
Autoklavieren: 20 min, 121°C

Zusammensetzung von PBS-Puffer:

8,09 NaCl

0,29 KH,PO4

1,449 Na,HPO4 x 12 H,0
0,29 KCI

1000,0ml Aqua destillata

Autoklavieren: 20 min, 121°C

Zusammensetzung von Tris-Puffer [2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol]:

8,09 NaCl

0,29 KH,PO4

2,89 Na,HPO4 x 12 H,0
0,29 KCI

1000,0ml Aqua destillata

Kalibrieren des pH-Werts auf 7,9 mit HCI
Autoklavieren: 20 min, 121°C



Materialliste

Zusammensetzung von TS-Agar:

5,0g Tryptone

3,09 Rinderextrakt
1,09 D(+)-Glucose
5,09 Sucrose

15,09 Agar

1000,0ml Aqua destillata

Anpassen des pH-Werts auf 7,0

Herstellung von LB-Agarplatten (in sterile Petrischalen gegossen):
12,0 g/l Agar (w/v) in LB-Medium

Autoklavieren: 20 min, 121°C

Zugabe von Ampicillin bei 50°C
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Silikone

Episil-E (Firma Dreve-Dentamid GmbH, Chargen-Nr.: 910149)
Obturasil 40 (Firma Dreve-Dentamid GmbH, Chargen-Nr.: 100856)
Odontosil 40 (Firma Dreve-Dentamid GmbH, Chargen-Nr.: 904092)
VS-D-151/1%) (Firma Dreve-Dentamid GmbH, Chargen-Nr.: 03146)
Elastosil RT625A (Firma Wacker-Chemie GmbH, Chargen-Nr.: SR 53345)
*) Das Silikon VS-D-151/1 ist ein eigens fur diese Untersuchung hergestelltes

Versuchssilikon, welches nach Herstellerangaben silikondlfrei ist.

Bakterien

Staphylococcus epidermidis, Stamm RP 62 A, Biofilm bildend, grampositiv
Klebsiella pneumonia, Stamm 3091, gramnegativ

Unpathogene Neisserien, Patientenstamm, gramnegativ

Escherichia coli, Stamm HB 101, gramnegativ

Streptococcus salivarius, Stamm 259, grampositiv

Alle Bakterien wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH — DSMZ (Braunschweig) erworben.
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7.2 Tabellen

In jeder Tabelle sind die Messwerte beschichteter und unbeschichteter
Probekoérper gegenubergestellt. Im folgenden sind die vom Fluoreszenzmessgerat
SpecraFluor Plus ermittelten Rohdaten dargestellt und graphisch mit Microsoft®
Excel aufbereitet. Die Zahlenwerte der Rohdaten entsprechen nicht den absoluten
Bakterienanzahlen, sondern sind einheitslose Werte. Aus den Rohdaten ist jeweils
die Differenz der verglichenen Werte ermittelten worden. Aus diesen Daten
wurden dann der Mittelwert, die Standardabweichung und die Signifikanz
errechnet. Im Balkendiagramm sind Mittelwerte und Standardabweichung noch

einmal veranschaulicht.

Staphylococcus epidermidis, Stamm RP 62 A

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)
Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 20,15%

7000

6000 T

5000

4000 ~

3000 +

2000 ~

1000 ~

0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 1: Episil-E
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Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 37,13%

5000
4500
4000
3500
3000
2500 +
2000 +
1500 ~
1000 ~
500 -
0 .

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 2: Obturasil 40

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 36,15%

1600

1400

1200
1000

800 -
600 ~
400 ~
200 ~

0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 3: Odontosil 40



Staphylococcus epidermidis, Stamm RP 62 A

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 48,86%

2500

2000 T
1500
1000
500 -
0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 4: VS-D-151/1

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 24,68%

1600

1400 |
1200
1000
800 -
600 ~
400 ~
200 ~
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet
Tabelle 5: Elastosil RT 625 A




78 Tabellen

Klebsiella pneumonia, Stamm 3091

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 40,16%

9000

8000
7000
6000
5000 T
4000 |
3000 -
2000 |
1000 -
0

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 6: Episil-E

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

_ i

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 35,24%

2500

2000 -[
1500
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet W unbeschichtet

Tabelle 7: Obturasil 40



Klebsiella pneumonia, Stamm 3091

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)
Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 34,52%

3000

2500

2000
1500 T
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 8: Odontosil 40

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 68,67%

3500

3000

1
2500
2000
1500
1000 1
500 |
0|

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 9: VS-D-151/1
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Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 22,08%

2500

2000

1500 ~

1000

500 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 10: Elastosil RT 625 A



Unpathogene Neisserien, Patientenstamm

Unpathogene Neisserien, Patientenstamm

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)
Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 55,27%

3500

3000 T
2500
2000
1500 T
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 11: Episil-E

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 41,02%

2500

2000 T
1500
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 12: Obturasil 40
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Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 51,45%

2000
1800 T
1600
1400
1200
1000
800

600 -

400 ~

200 ~

0,

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 13: Odontosil 40

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 45,07%

1800
1600
1400
1200
1000
800 -
600 -
400 ~
200 ~

0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 14: VS-D-151/1



Unpathogene Neisserien, Patientenstamm

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 20,50%

1200

1000

800 T [

600

400 ~

200 ~

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 15: Elastosil RT 625 A
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Eschericha coli, Stamm HB 101

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 47,21%

5000

4500 T
4000
3500
3000 T
2500
2000

1500 -

1000 -

500

0,

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 16: Episil-E

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

_ e e

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 22,81%

2500

2000 T
1500
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 17: Obturasil 40



Eschericha coli, Stamm HB 101 85

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)
Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 27,83%

2500

2000

|
1500 T
1000 -
500 |
0

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 18: Odontosil 40

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 27,99%

2500

2000

. |
1500
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 19: VS-D-151/1
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Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 18,09%

1600

1400 T
1200

1000

800 ~
600 -
400 ~
200 ~

0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 20: Elastosil RT 625 A



Streptococcus salivarius, Stamm 259

Streptococcus salivarius, Stamm 259

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 20,91%

6000

5000 T
4000
3000 -
2000 |
1000 -
0

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 21: Episil-E

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

_ e e

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 24,95%

1800
1600
1400

1200 T
1000
800 -
600 -
400 ~
200 ~
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 22: Obturasil 40
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Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 28,20%

2500

2000 [
1500 |
1000 ~
500 -
0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet

Tabelle 23: Odontosil 40

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 33,61%

4000

3500

3000

2500
2000 ~
1500 ~
1000 ~
500
0 -

Ebeschichtet @unbeschichtet

Tabelle 24: VS-D-151/1



Streptococcus salivarius, Stamm 259

89

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Standard- Signifikanz
Summe Mittelwert abweichung (p < 0,05)

Verringerte bakterielle Adhésion der beschichteten Probekorper: 13,50%

4000

3500

3000

2500

2000 ~
1500 ~
1000 ~
500 -

0 -

Ebeschichtet @ unbeschichtet
Tabelle 25: Elastosil RT 625 A
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