Aus dem Institut fUr Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde
der Universitat Wirzburg

Vorstand: Professor Dr. rer. nat. J. Groll

Der Einfluss von Laktobazillen auf Oberflache und

Eigenschaften von verschiedenen Nahtmaterialien

Inaugural — Dissertation

zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Constanze Bruns

aus Hof

Wirzburg, August 2015



Referent: Prof. Dr. U. Gbureck
Korreferent: Prof. Dr. Dr. A. C. Kibler
Dekan: Prof. Dr. M. Frosch

Tag der mindlichen Prifung: 20.04.2016

Die Promovendin ist Zahnarztin



Inhalt

R 0 =7 1 (1 T USRI 1
1.1. Nahtmaterial aus naturlichen Rohstoffen ............cccooe, 1
1.2. Nahtmaterial aus synthetischen Rohstoffen..............ccccooiiiiiiinnn, 3
1.3. Problembereich MundhOhle ... 10
1.4, LaKIODAZIIEN ..o 12
2. Ziel der ArDEIL.......cooo i 15
3. Material und MethOOeN .........ooiiiiiiiiii e 16
3.1, MALETIAD ... 16
3.1.1. Gebrauchsmaterialien..........ccccccviiiiiiiiiiiieee 16
3.1.2. Arbeitsmittel ... 17
3.1.3.  Gerate und SOftWAre ... 17
3.1.4. Testkeim L. acidophilus und seine Kultivierung .........cccccccvvvvvveennnn. 18
3.1.5. Inkubationsmedium flr L. acidophilus...........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 18
3.1.6. Verwendete Fadenmaterialien ..........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiieeeeee 19
3.2, MEthOUEN . 21
3.2.1. Zugversuch, Fadenvorbereitung und Auswertung ..............cccceeeeeene 21
3.2.2. Einstellung der Zugmasching............ccoovviiiiiiiiie e, 22
3.2.3. Quantitative Bestimmung der Keimzahl (CFU) ............cccceeiiieeinnnnnnn. 24
A, ErgEDNISSE. ..o 27
4.1, ZUQVEISUCKNE ...cooiiiiiieiii et e e e e e eens 27
4.1.1. Lineare Reil3kraft nichtresorbierbarer Materialien .............ccccccceeeee. 27
4.1.2. Lineare Reil3kraft resorbierbarer Materialien..........ccccccccvvvviviiiinnnnn. 29
4.1.3. Elastizitatsmoduln der Materialien ..........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 30

4.1.4. KnotenreilRkraft nichtresorbierbarer Materialien ..........cccovvcevevenean.. 33



4.1.5. KnotenreilR3kraft resorbierbarer Materialien.........ccooveeveiiiiiiiiianan... 35

4.1.6. Knotenhaltbarkeit ... 36
4.2. Quantitative und lokale Bestimmung der CFU ...........cccoooveiiiiiiiiiinnnnnn. 40
5. DISKUSSION ..o 45
5.1, TeStKEIM ..o 45
5.2. Fadenmaterial und Zugvorbereitung ..........ccccoceiiieiieiiieiiccc e 47
5.3. Reil3kraft, E-Modul und Haltbarkeit ................ocooiiiiiiien 48
5.3.1. Nichtresorbierbare Materialien ............cccccoiiiiiiiiiiieeeen 51
5.3.2. Resorbierbare Materialien.............c.eeveiiiiiiiiiiiiie e 57
5.4. Quantitative BeStIMMUNQG ...........ouuiiiiiieeiieieiiie e e e e e eeeanns 61
6. Kilinische Schlussfolgerung............uuiiiiiii i 65
7. ZUSAMMENTASSUNG ...eeviiiiiiie e et e et e e e e e e e e e e e e e e eeeennes 68

8. LItEraturVerZEICHNIS ....c.oeee e e 70



Abklrzungen

CFU - Colony Forming Units

CHX = Chlorhexidin

LAC - Lactobacillus acidophilus

LB — Luria Broth

MKG- Chirurgie — Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
MRSA - Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
MRSE - Methicillin-resistenter Staphylococcus epidermidis
PA — Polyamid

PBS — Phosphate buffered Saline

PDO - Polydioxanon

PET — Polyethylenterephtalat

PGA - Polyglycolsaure

PP — Polypropylen

PTFE - Polytetrafluorethylen

PVDF — Polyvinylidenfluorid

REM — Rasterelektronenmikroskop
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1. Einleitung

Der menschliche Korper ist ein komplexer Zusammenschluss aus
korpereigenen Zellverbdnden und symbiotischen sowie auch parasitaren
Mikroorganismen. Damit sich diese ,Koérperschaft® stets im Gleichgewicht
befindet und keine Ungleichverteilung zugunsten einer rein parasitaren
Wirtschaft entsteht, hat der menschliche Organismus Abwehrmechanismen z.B.
in Form des Immunsystems oder der Selbstheilungsprozesse durch

Gewebsneubildung entwickelt.

Mit der Einfuhrung medizinischer Praktiken in die menschliche Zivilisation
begann eine Manipulation dieser Mechanismen. Durch Arzneimittel aus
natirlich  vorkommenden  Rohstoffen, die eine  pharmakologische,
immunologische oder metabolische Wirkung auf den Organismus haben,
wurden Pasten oder Tranke zur &ufRerlichen und innerlichen Anwendung
hergestellt. Man begann auch, durch physische bzw. mechanische
Beeinflussung die Gewebe des Korpers zur besseren Selbstheilung zu
bewegen, z.B. durch Richtung von Knochenbriichen, Wundverbanden und
ganzlichen Entfernung eines erkrankten Gewebes. Die moderne Medizin
grundet sich auf diese grundlegenden Entdeckungen, die sich v.a. Uber die Zeit

der rémischen und griechischen Antike bis heute entwickelt haben [1, 2].

1.1. Nahtmaterial aus natturlichen Rohstoffen

Hippokrates (460 — 370 v.Chr.) gilt als Begriinder der Medizin als Wissenschatft.
Er differenzierte die Qualitdt der Gewebswunde und unterschied erstmals
zwischen primarer und sekundéarer Wundheilung. Im Gegensatz zur primaren
Wundheilung, die einen Defekt durch Wiederzusammenfiugen der
Gewebsrander zu heilen vermochte, musste bei der sekundaren Wundheilung
komplett neues Gewebe zum Auffillen des Defekts gebildet werden. Auch die
Reinlichkeit als Zustand einer Wunde war damals schon von grof3er Wichtigkeit
[3]. Primér verheilende Wunden galten als weniger anféllig fir Entzindungen
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und so verbreitete sich die chirurgische Naht als Mittel zur entziindungsarmeren
Wundheilung. Die Ligatur um ein Gefal} als Mittel zur effektiven Blutstillung war
damals ebenfalls bekannt. Als Materialien kamen allerdings nur natirlich
vorkommende Rohstoffe, wie Tierdarme, Pflanzenfasern und Seide in Frage [4,
5]. Eine Entziindung der Wunde konnte so trotzdem meist nicht vermieden
werden. Dennoch ist Seide bis heute eines der beliebtesten Nahtmaterialien in
der Chirurgie, und vor allem in der Zahnmedizin, geblieben [6]. Sie gilt als
besonders vertraglich und widerstandsfahig, hat gute Gleiteigenschaften im

Gewebe und ist relativ guinstig in der Herstellung [7].

Darmsaiten waren die ersten bekannten resorbierbaren Nahtmaterialien. Sie
wurden schon frih fur Knochen- oder Wundnahte empfohlen, wurden aber
aufgrund sehr breiter und auffalliger Narben nicht fir das Gesicht verwendet.
Damals schon war die betrachtliche sekundare Infektionsrate ein Problem [4, 7,
8]. Mitte des 19. Jahrhunderts gab es einen deutlichen Fortschritt in der
chirurgischen Wissenschaft. Louis Pasteur (1822-1895) hatte in einem
Experiment im Jahre 1862 nachgewiesen, dass Faulnis und Garung nicht durch
Luft selbst hervorgerufen werden kénnen, sondern dass die Zersetzung mittels
kleinen Mikroorganismen in der Luft vonstatten ging. Er fand auch heraus, dass

durch Erhitzung solche Mikroorganismen abgetdtet werden konnten.

Diese neuen bakteriologischen Kenntnisse fuhrten zur gréf3ten Zeitenwende in
der Chirurgie. Joseph Lister (1827-1912) entdeckte 1864 die Karbolséaure
(Phenol) und Chromsalzlésung als wirksame Substanz zur Behandlung von
Fadenmaterial vor der Implantation in das Gewebe. Die Infektionsraten mit
Sterblichkeit sanken in den drei Jahren nach Einfuhrung der Karbolsédure von
45,7% auf 15% [9, 10]. Diese Erkenntnisse fuhrten zu den auch heute
geltenden Grundsatzen von Asepsis (Keimfreiheit) und Antisepsis

(Verminderung der Keimzahl) in der Medizin.

Zum damaligen Zeitpunkt galt Catgut (gedrehtes Nahtmaterial aus Schafs- oder
Rindsgedarm) als Mittel der Wahl fur den chirurgischen Wundverschluss. Es

war bis dahin das einzige resorbierbare Material auf dem Markt und wurde
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durch enzymatische Spaltung im Gewebe abgebaut. Die Erkenntnisse der
Asepsis reichten allerdings nicht alleine um eine erfolgreiche Sterilisation dieses
Materials zu erreichen. Hitzesterilisation denaturierte natirliche Proteine des
Fadens, und Karbolsaure und andere damals géngige Desinfektionsldsungen
(z.B. Thymol, Salizylsaure etc.) griffen das Material chemisch an und machten
es sprode [7]. Franz Kuhn (1866-1929) entdeckte spater einen Weg, Catgut-
Faden in Losung vermeintlich steril und gleichzeitig flexibel zu halten, jedoch
entziindeten sich die Wunden oft trotzdem [11, 12]. Das lag nicht zuletzt am
Abbaumechanismus, der starke Gewebereaktionen verursachte, die eine
Wundheilung negativ beeinflussen konnten [13, 14, 15]. Heute qilt die
Verwendung von Catgut in Deutschland als obsolet. Die Bundesagentur fur
Arzneimittel und Medizinprodukte in Deutschland (BfArM) empfahl im Jahre
2001 auch offiziell den Anwendungsstopp in der EU fur Catgut- haltige
Medizinprodukte, die aus ,Rinderrisikomaterial® hergestellt werden. Als Grund
wurde v.a. die Moglichkeit der Infektion mit der bovinen spongiformen
Enzephalopathie (BSE) genannt [16].

1.2. Nahtmaterial aus synthetischen Rohstoffen

Erst mit dem Aufkommen vollsynthetischer Kunststoffe in den 1930er Jahren
wurde der Markt wieder grundlegend verandert [3, 17, 18]. Diese ,Laborfasern®
waren nun erstmals brauchbar widerstandsfahig sowie faulnis- und
temperaturbestandig und damit sterilisierbar. Tabelle 1 zeigt im zeitlichen
Ablauf die Entwicklung neuer chemisch synthetisch hergestellter Verbindungen

fur Nahtmaterial und ihre Eigenschaften [7, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25].
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Tabelle 1: Zeittafel der Einfihrung synthetischen Fadenmaterials in die Wundchirurgie mit Eigenschaften
der Materialien, wie Feuchtigkeitsaufnahme, chemische Bestandigkeit, physikalische Eigenschaften mit
(tr) = trocken, (If) = zunehmende Umgebungsfeuchtigkeit)

nichtresorbierbare synthetische Faser

Jahr

Jahr Name (Abklrzung)  Eigenschaften
allgemein H,0- chem. Steifig-
Absorption  Best. keit, Zug-
in % festigkeit
Harte
1931 Polyvinylalkohole hohe Flexibilitat, 70 ol/- + (tr)
(PVOH) ausgepragte Hygroskopie - (If)
1935 Polyamide (PA) abriebfest, geringere 2,5-3 +/o +++ (tr)
Feuchtigkeitsaufnahme als - (If)
Seide
1950 Polyethylen (PE) meistverwendete Kunststoff <0,1 + +
weltweit, geringer
Verschleild
1957 Polypropylen (PP) héhere Steifigkeit und <0,1 + ++
Festigkeit als PE, aber
chemisch sehr &hnlich
1960 Polyethylen- geringer Verschleild 0,2 ++ +++
terephthalat (PET)
1961 Polyvinylidenfluorid abriebfest, hochreines <0,004 ++ ++
(PVDF) Polymer (Halbleiter-
industrie)
1970 expandiertes sehr reaktionstrage, somit 0 +++ +/o

Polytetrafluor-
ethylen (e-PTFE)

resorbierbare synthetische Fasern

Name (Abkiirzung)

héchste Chemikalien-
bestandigkeit, geringster
Reibungskoeffizient,
extrem niedrige Ober-
flachenspannung

Eigenschaften

1968

Polyglycolsaure (PGA)

erstes synthetisches resorbierbares Material, sehr steif,
deswegen dunn geflochten fur mehr Flexibilitéat

Im Vergleich zu Catgut diinnere Nahtstarken mdéglich bei
gleicher Festigkeit, geringere Gewebereaktion als bei Catgut
kurzfristige Funktionszeit von 25 Tagen

1974

Polyglactin 910

Copolymerisation von Glycol und Milchsaure
kurzfristige Funktionszeit von 30 Tagen

1981

Polydioxanon (PDO)

Polymerisat aus Paradioxanon, viermal flexibler als
Polyglactin 910 [26] bei langsameren Reil3kraftabfall
erstes monofil verarbeitbares Material

mittelfristige Resorbierbarkeit von 60 — 80 Tagen

1984

Polygluconat

Glycol und Trimethylencarbonat
mittelfristige Funktionszeit von 40 — 60 Tagen

1992

Polyglecapron

Glycol und e-Capronlactam
ultra- kurzfristige Funktionszeit von etwa 7 Tagen mit hoher
Ausgangsreil3festigkeit




1. Einleitung

Der Hang zur Perfektion trieb Mediziner in den folgenden Jahren zur Klarung
der Frage, welches Material welche Wunde am besten versorgen konnte. Die
verminderten Infektionsraten bestatigten die Eignung von synthetisch
hergestellten Fasern im lebenden Gewebe, aber der Wunsch nach absoluter
Keim- und Entzundungsfreiheit liel3 Wissenschaftler zu standigen Innovationen
schreiten. Fadenaufbau und Oberflachenveredelung werden seit den letzten
Jahrzehnten perfektioniert und immer neue Produkte Uberschwemmen den
Markt. Mit dem Fortschritt in Wissenschaft und Technik fing man auch an,

synthetische Fasern mit antimikrobiellen Attributen zu versehen.

Tabelle 2 zeigt eine Auswahl einiger Studien, die in jungster Zeit zum Thema
der chirurgischen Naht angefertigt wurden. Verschiedene Materialien und
Oberflacheneigenschaften wurden gegenubergestellt und auf unterschiedliche

Parameter getestet.
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Tabelle 2: Ubersicht zu aktuellen Studien liber die antimikrobiellen Eigenschaften chirurgisch verwendeter
Nahtmaterialien und Anwendung

Autor

Material

Versuchsparameter

Ergebnis

Masini et al.
(2011) [27]

Storch et al.
(2004) [28]

Ming et al.
(2007) [29]

Cruz et al.
(2013) [30]

Turtiainen et
al. (2012)
[31]

SenGupta et
al. (2014)
[32]

Saxena et
al. (2011)
[33]

Scaffaro et
al. (2013)
[34]

Polyglecapron, PP,
Seide, PGA mit/ohne
Triclosan- Coating

Polyglactin 910 mit/ohne
Triclosan- Coating

Polyglecapron mit/ohne
Triclosan- Coating

Seide mit/ ohne
Jodoform + Calendula —
Coating

Polyglactin 910,
Polyglecapron, mit/ohne
Triclosan- Coating

Polyglactin 910 mit/ohne
Triclosan- Coating

PP Compound mit
Chitosan,
Tetracyclinehydrochlorid
und Nanosilber

monofiles
Polycaprolacton (PCL)
Compound mit
Chlorhexidin- Diacetat

CFU- Ruckschluss von
S. aureus durch emittierte
Photonenzahl

CFU- Zahlung nach 48h
von S. aureus
im Tierversuch

In Vitro Bewertung der
Hemmzone im
Diffusionstest von S.
aureus, MRSA, S.
epidermidis, MRSE,
Klebsiella pneumoniae,
E. coli

15- tégige Klinische Studie
mit anschlieRender CFU-
Auszahlung und
Charakterisierung der
Bakteriengruppen

Inzidenz der postoperativen
Wundinfektionen (SWI)

In Vitro Overnight-
Inkubation mit Abstrichen
aus postoperativen
Wundproben

Bewertung der
mechanischen- und
Oberflacheneigenschaften,
Wirkstofffreisetzung und
antimikrobielle
Eigenschaften (in Vitro) und
Gewebereaktion (in Vivo)

Zugeigenschaften,
Wirkstofffreisetzung und
antimikrobielle Wirkung
gegen E. coli, Micrococcus
luteus, Bac. subtilis,
Gewebereaktion (in Vitro)

Hochste CFU-Raten
auf unbeschichteten
PGA- Faden

Beschichtetes
Material hemmt CFU

Wirksameres
Diffusionsprofil
des
beschichteten
Materials

Beschichtete Faden
zeigten geringeres
Bakterienwachstum

Keine Reduktion von
SWI

Wirksamere
Hemmzone um
beschichteten Faden

Eignung fur klinische
Anwendung bestétigt

Bestétigte Effektivitat
des Herstellungs-
verfahrens
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Autor Material Versuchsparameter Ergebnis
Seide mit Chitosan- Friktionseigenschaften, Bestatigte
Coating Zug- und Knotenfestigkeit,  antimikrobielle
Viju et al. antimikrobielle Wirkung Wirkung,

(2013) [35]

Li et al.
(2012) [36]

Blaker et al.

(2004) [37]

Pethile et al.

(2014) [38]

De Simone
et al. (2014)
[39]

neues antimikrobielles
Coating (PAMBM) im
Vergleich zu Triclosan
haltigem Coating

Silberdotiertes bioaktive
Glaspuder als
Beschichtung auf
Polyglactin 910 und
Seide

Seide mit
Polycaprolacton (PCL)
und Sulfamethoxazol-
Trimethroprim- Coating

Seide

gegen E. coliund S. aureus

Antimikrobielle Wirkung
gegen S. aureus

Mechanische, thermische
und antimikrobielle sowie
bioaktive Eigenschaften
(in Vitro)

Mechanische
Eigenschaften und
antimikrobielle Wirksamkeit
gegen E. coli, S. aureus

(in Vitro)

Beschichtung des Fadens
mit anschlieRender
Bewertung der
mechanischen sowie
Oberflacheneigenschaften
sowie antimikrobielle
Wirksamkeit gegen E. coli
und S. aureus und
Zellreaktionen

mechanische
Parameter abhangig
von Chitosan-
Konzentration
PAMBM zeigt
bessere
antimikrobielle
Wirkung als
Triclosan-
beschichtete
Produkte

Bestétigte Eignung
fur Gewebe-
rekonstruktion
(Tissue Engineering)

Bessere
antimikrobielle
Wirkung sowie Zug-
und Knotenfestigkeit
bei erhdhter
Konzentration des
Wirkstoffes

Gute antimikrobielle
Wirksamkeit bei
geringer
Silberkonzentration
ohne Zelltoxizitat

Die oben aufgefihrten Studien widmen sich v.a. der Modifikation der
Oberflache Die

Hemmwirkung auf infektionsassoziierte Erreger steht dabei im Vordergrund. Es

bereits in Anwendung befindlicher Nahtmaterialien.
zeichnen sich hauptsachlich positiv bewertete Studien fur in Vitro Versuche ab,

klinische in Vivo Studien kommen teilweise zu widersprichlichen Ergebnissen.
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Heute steht dem chirurgisch tatigen Mediziner eine breite Auswahl an

unterschiedlichen Nahtmaterialien zur Verfigung. Bestimmte

Anwendungsgebiete haben hierbei besondere Anspriiche an den Faden.

Generell gelten jedoch folgende Anforderungen an das Nahtmaterial:

1.
2.

© © N o

Hohe Fadenreil3- und Knotenbruchfestigkeit

Auslésung minimaler Gewebereaktionen/Gewebeschaden

Keine Kapillaritat und damit kein Flussigkeits- und Keimtransport
sowie Aufquellen im Gewebe

Infektionshemmung

Minimale Dehnbarkeit bzw. reversible, berechenbare Dehnbarkeit
(Gummibandeffekt)

Gute Handhabung (Flexibilitat, Geschmeidigkeit, Knupfbarkeit)
Optimale Knotensitzfestigkeit

Sterilisierbarkeit

berechenbares Aufloseverhalten

Den grof3ten Einfluss auf die oben genannten Eigenschaften hat letztendlich der

Fadenaufbau. So kann man folgende Einteilung vornehmen:

Tabelle 3: Ubersicht iiber Fadenaufbau und Eigenschaften

Fadenaufbau | Eigenschaften Herstellungs-
verfahren
+ GleichméalRige Oberflache - schlechteres Handling | Extrusion eines
+ Gute Gleiteigenschaften im | (erhohte Steifigkeit, Polymers,
Monofil Gewebe (kein Sageeffekt) verminderter Knotensitz) | Ziehen von Stahl
+ Keine Dochtwirkung
+ Gute Handhabung durch - UngleichmaRige Zwirne oder
Flexibilitat (guter Knotensitz, | Oberflache Geflechte
Polyfil geringe Steifigkeit) - Erhdhter Séageeffekt im | monofiler
+ Verringerte Gewebe synthetischer
Verletzungsanfalligkeit des - Dochtwirkung/ Fasern oder
Materials Kapillareffekt Naturfasern
Verzwirnte oder
Pseudomonofil | EbenmaRige Oberflache bei gleichzeitiger Flexibilitat geflochtene
Faden werden
ummantelt
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Dem Mediziner steht es frei, nach eigener Erfahrung und den Empfehlungen

der Fadenhersteller sein fur die Wundversorgung geeignetes Produkt zu

wahlen. Manche Einsatzgebiete erfordern hierbei auch eine Unterscheidung

zwischen resorbierbaren und nicht resorbierbaren Materialien:

Tabelle 4: Ubersicht Materialresorption und Anwendungsgebiete

Resorption | Material + Abbaumechanismus Eigenschaften Anwendung
Kollagen enzymatisch Vollstandige Heute in der EU obsolet
(z.B. Catgut) Resorption Uber
einen definierten
Zeitraum e Kurze bis
mittelfristige
Wundheilung
N e Mehrschichtige
Ja Polyglycolsaure E_em \_/;/fled?rholtde_r Versorgung ?
Polycaprolacton SRR RIEERE NI RORERES Gz subkutgn)
Spaltung e Behandlung im
Polydioxanon i schwer zugang-
Stabilitatsverlust lichen Gebiet
im Verlauf der e Behandlung von
Liegezeit Patienten mit
geringer
Compliance
e Stark belastetes
Stahl ) Versorgungsgebiet
Seide M_echanlsche (z.B. Sehnen)
. POlyamld Einkapse|ung E|g.enSC.haften ° ASthetiSCh
Nein Polyester (z.B. PET) | im Gewebe bleiben dber anspruchsvolles
Polyolefine (z.B. PP) langere Zeit Versorgungsgebiet
erhalten (z.B. Gesicht)

Fluorpolymere
(z.B. PVDF, PTFE)

e Lange Wundheilung
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1.3. Problembereich Mundhdhle

Der meist kontaminierte Bereich des menschlichen Kérpers ist der Magen-
Darm- Trakt. In der Mundhohle wurden bisher tber 500 verschiedene
Bakterienarten nachgewiesen und in einem Milliliter Speichel befinden sich ca.
10° Bakterien. Fast jede fiinfte Bissverletzung, die arztlich behandelt wird, sei es
durch Mensch oder Tier, fuhrt zu einer Wundinfektion. Die Infektionshaufigkeit
von unbehandelten Menschenbissen muss sogar auf 50% geschatzt werden
[40, 41]. Aufzeichnungen Ende der 30er Jahre sprachen bisweilen von
erforderlichen Amputationen in erschreckenden 10-30% der Falle, wenn eine
arztliche Versorgung erst spater als eine Stunde erfolgen konnte. Todesfélle

waren nicht selten [42].

Da der Verdauungstrakt ein offenes System darstellt, muss man im Mund
zwischen einer Standortflora und einer transienten Flora unterschieden, die sich
z.B. nach Nahrungsaufnahme - zwar nur vorubergehend aber
deutlich - unterscheiden. Tabelle 5 zeigt eine Aufgliederung einiger Bakterien
nach diesem Schema. In geringerem Umfang kommen auch Pilze (z.B. Hefen)

und Viren vor.

Tabelle 5: Auswahl an in der Mundh6hle anzutreffenden Keime [43, 44]

Physiologische Flora bzw. fakultativ pathogene Erreger Transiente Flora

vergriinende Streptokokken Prevotella Enterobacter

Neisserien Porphyromonas Klebsiellen

Veillonellen Bacteroides Escherichia Coli

Lactobazillen Fusobakterium Pseudomonaden

Branhamella Peptostreptokokken Eubacterium
Actinomyceten

Das Immunsystem eines gesunden Menschen ist in der Lage, mit der
physiologischen bzw. fakultativ pathogenen Bakterienflora in der Mundhéhle ein
Okologisches Gleichgewicht einzugehen, d.h. eine Vermehrung der Erreger wird

verhindert. Vermindert sich allerdings die Leistung des korpereigenen

10
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Abwehrsystems oder vervielfacht sich die Anzahl der Keime, kippt dieses
Gleichgewicht und es entsteht eine ,opportunistische Infektion® [45]. Dieser Fakt
spielt vor allem bei chirurgischen Interventionen eine grof3e Rolle. Bei jeder
Wundheilung tritt eine moderate physiologische Entziindungsreaktion des
Gewebes auf. Durch vorhergegangene Infektion der Umgebung, unzureichende
Mundhygiene oder Immunsuppression des Menschen kann dieser
physiologische Vorgang schnell in eine pathologische Wundinfektion
umschlagen. Daher versucht man vor, wahrend und nach der Operation das
Gebiet so keimfrei wie mdglich zu halten. Eine sterile und atraumatische
Arbeitsweise sowie eine postoperative Mund- und Wundhygiene sind wichtige

Voraussetzungen fur eine regelrechte Heilung.

Da der Mund als Eintrittspforte fir Nahrung nicht oder nur mit héchstem
Aufwand aufRer Funktion genommen werden kann, sprechen Zahnmediziner
Empfehlungen fur die Nahrungsaufnahme direkt nach dem Eingriff aus. Diese
beinhaltet meist weiche Nahrung sowie die Vermeidung scharfer Gerichte. Oft
sollen dabei auch Milch- und milchhaltige Produkte gemieden werden, um eine
Kontamination des Fadens mit Keimen und eine damit auftretenden
Wundinfektion vermeiden zu kénnen. Dabei wird bevorzugt auf
Milchsaurebakterien verwiesen, da diese Bakterienart die bekannteste in
Verbindung mit Milch und Milchprodukten darstellt. Als Grundlage hierfir gilt
zum einen eine durch Milchallergene hervorgerufene Reaktion der
Mundschleimhaut und vermehrte Muzinbildung, die eine Wundheilung negativ
beeinflussen soll [46]. Es konnten jedoch keine verdffentlichten Studien
gefunden werden, die sich mit dem Sachverhalt der allergischen Reaktion und

ihrem Einfluss auf Wunddehiszensen im oralen Bereich befassen.

Des Weiteren kann eine Besiedelung der Wunde mit fibrinolysefahigen Keimen
zu Wunddehiszensen, dem Krankheitsbild der ,Alveolitis Sicca“ sowie der
nekrotisierenden ulzerierenden Gingivitis (NUG) fuhren [47, 48]. Ob man
Milchsaurebakterien eine regelrechte Fibrinolyseaktivitat zuschreiben muss,

konnte in der Literatur bisher aber noch nicht bestatigt werden.
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1.4. Laktobazillen

Laktobazillen gehdren der Ordnung der Lactobacillales an und machen einen
grof3en Teil der sogenannten Milchsaurebakterien aus. Sie sind grampositive,
stabchenformige Bakterien, deren wichtigstes Stoffwechselprodukt Milchsaure
ist. Sie sind Katalase-negativ und nicht sporenbildend. Laktobazillen sind
anaerob, aber haufig aero- sowie azidotolerant, d.h. sie vertragen geringe

Mengen an Sauerstoff und Saure.

Ihre Fahigkeit zur Fermentation von Kohlenhydraten zu Milchsdure macht
Laktobazillen auch zu wirtschaftlichen Nutzbinger in der Lebensmittelindustrie.
Sie werden gezielt zur Konservierung und Veredelung fur Fleisch, Pflanzen und
Milchprodukte verwendet. Artenabhangig bilden Laktobazillen rechtsdrehende
(D-Lactat) bzw. linksdrehende (L-Lactat) S&uren oder ein Razemat aus beiden.
Man kann auch eine Aufteilung aufgrund ihrer Fermentationsendprodukte
vornehmen, wobei homofermentative Vertreter hauptsachlich Milchsaure
produzieren und bei heterofermentativen auch Essigsaure, CO, und Ethanol als
Nebenprodukte auftreten.

Der Zivilbevolkerung am bekanntesten werden Laktobazillen wohl im
Zusammenhang mit ihren gesundheitsférdernden Fahigkeiten sein. Die
sog. ,Probiotika“ sind definiert als lebende Mikroorganismen, die, in
ausreichender  Menge  verabreicht, dem  Wirtsorganismus  einen
gesundheitlichen Nutzen bringen. Dieser Nutzen besteht in erster Linie aus
einer Ausgleichswirkung der Darmflora, z.B. bei entzundlichen Geschehen,
Diarrhoen oder anderen Verdauungsproblemen. Dabei kann man von drei
unterschiedlichen Wirkmechanismen ausgehen: Erstens koénnen Probiotika
durch direkte bzw. indirekte Inhibition anderer pathogener Mikroorganismen ein
Gleichgewicht der Darmflora wiederherstellen. Ein weiterer Mechanismus wirkt
durch die Modifikation der Signalwege und starkt die Epithelbarriere der
Darmmukosa. Zuletzt kann direkt auf das Immunsystem Einfluss genommen
werden durch Modulation der Antikérperproduktion [49, 50]. Der Fakt, dass

Laktobazillen physiologisch vorkommende Vertreter der Milchsaurebakterien
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auf menschlichen Schleimh&uten sind, Iasst sie als sanftes Arzneimittel ideal
erscheinen. Folgende Tabelle liefert einen kleinen Uberblick Uber einige

Lactobacillus- Spezies, die im menschlichen Kérper vorkommen:

Tabelle 6: Humanmedizinisch interessante Lactobacillus- Spezies und ihr natlrlicher Standort im
Menschen [51]

Spezies Naturlicher Standort Vorkommen auf3erhalb des
Menschen

L. acidophilus Vagina, Mundhohle, Darm Milchprodukte, Joghurt

L. gasseri Vagina

L. jensenii Vagina

L. crispatus Vagina

L. fermentum Vagina, Mundhohle, Darm Milchprodukte

L. iners Vagina

L. casei Mundhdhle, Darm Milchprodukte

L. salivarius Mundhdhle, Darm

L. catenaforme Darm

Die  aufgefiihrten  Tatsachen reichen allerdings nicht aus, um
Milchsaurebakterien als reine Nutzbringer betrachten zu kénnen. Harty et al.
fuhrten schon in den 90er Jahren die Fahigkeit, menschliche Thrombozyten zu
aggregieren, als eine fakultative Pathogenitat der Laktobazillen auf [52].
AulRerdem wurden Enzyme nachgewiesen, die die Fibrinbildung an
Klappenvegetationen bei Endokarditis beglnstigen [53]. Es bestehen auch
Fallbeschreibungen Uber Lactobacillus paracasei, der als Ausloser von Milz-
und Leberabszessen gefunden wurde [54, 55, 56]. Ein besser untersuchter
Virulenzfaktor ist die (Milch-) S&ureproduktion, die wichtigster Faktor der
Kariesentstehung ist. Als Hauptkariesverursacher  gelten heute
Streptokokken- Stamme der humanpathogenen Arten St. mutans und
St. sobrinus [57, 58]. Neben der Milchsaureproduktion verfliigen sie Uber eine
hohe Azidotoleranz, die sie in Umgebungen mit sehr niedrigen pH- Werten
gedeihen lassen. AuBerdem produzieren sie wasserunlosliche extrazellulare
Polysaccharide, wodurch eine starke Anhaftung an der Zahnoberflache und
Biofilmbildung stattfinden kann [59, 60]. Die ersten beiden Eigenschaften sind
auch auf Laktobazillen Ubertragbar. Die Azidotoleranz ist bei ihnen sogar noch
ausgepragter [61]. Ein grof3er Unterschied besteht aber im Anhaftungsverhalten

der Bakterien. Laktobazillen sind Schleimhautparasiten und kénnen nicht an
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Zahnglattflachen haften [57, 60]. Trotzdem findet man sie in fast allen
Kariesdefekten vergesellschaftet mit Mutans- Streptokokken [57]. Die
Verwendung von Laktobazillen in der Lebensmittelindustrie, ihr physiologisches
Vorkommen im menschlichen Korper sowie der Fakt, dass sie bei
pathologischen Geschehnissen eine Rolle zu spielen vermbgen, machen
Laktobazillen zu einem geeigneten Modellkeim fir die folgenden

Untersuchungen.
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2. Ziel der Arbeit

Zu den oben aufgefuihrten Grinden der Vermeidung von Milchprodukten,
Allergenisierung und Fibrinolyseaktivitat, spielt noch ein dritter Aspekt eine
wichtige Rolle: Oft wird bei einem oralen operativen Eingriff ein Wundverschluss
in Form einer Naht bendtigt. Auch hier empfiehlt man, in den ersten Tagen auf
Milchprodukte zu verzichten. Dabei steht der Aspekt der Beschaffenheit des
Nahtmaterials im Vordergrund. Vor allem bei resorbierbaren Faden wird oft die
Meinung vertreten, dass die Stoffwechselprodukte einer Laktobazillenkolonie
das Fadenmaterial angreifen, die Haltbarkeit der Naht beeinflussen und somit
Wunddehiszensen hervorrufen. Man findet einige Studien tGber mechanische
Eigenschaften verschiedener Nahtmaterialien oder Uber deren
Keimkontamination auch im oralen Bereich, doch der Zusammenhang von
Laktobazillenbesiedelung und dem daraus resultierenden mechanischen
Verhalten des Fadenmaterials wurde noch nicht explizit betrachtet [17, 62].

Diese Arbeit soll einen Uberblick tber die Nahtmaterialien und ihre
mechanischen Eigenschaften im Bezug auf Bakterienkolonisation durch
Laktobazillen liefern. Dabei wird ein breites Spektrum an Fadenprodukten
begutachtet, die allesamt fur die humanmedizinische Chirurgie produziert
werden. In dieser in Vitro Studie soll die Frage geklart werden, inwiefern eine
Kontamination mit Laktobazillen die physikalischen Rei3kraft und
Knotenhaltbarkeit der verschiedenen Materialien am Tensiometer beeinflusst,
wobei sterile und unterschiedlich inkubierte Proben qualitativ untereinander und
mit anderen Produkten in ihren mechanischen Eigenschaften verglichen
werden. Weiter wird das quantitative Kolonisationsvermégen der Bakterien
mittels  Ablésung und Auszahlung der Keime bewertet. Durch
Rasterelektronenmikroskopie der Fadenoberflaiche werden diese Ergebnisse
verifiziert. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse soll eine Empfehlung fur die

Oralchirurgie ausgesprochen werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Gebrauchsmaterialien

Tabelle 7: Gebrauchsmaterialliste

4,0 g ACIDOPHILUS JURA® N Lyophilisat

Puffer und Medien

Reinstwasser

Gollwitzer KG, Konstanz

FMZ- Zelllabor Reinstwasseranlage
Uni Wiirzburg

MRS- Broth Bouillon/ (Agar)
55,0 g Lactobacilli MRS Broth
(+ 70,0 g Bacto Agar)
Ad 1000ml H,0 reinst
Autoklaviert bei 121°C, 20 min

Difco, USA
Difco, USA

LB (Luria Bertoni)- Agar Platten
4,0 g Hefeextrakt,

8,0 g Pepton Nr. 140

8,0 g Natriumchlorid NacCl,

12,0 g Bacto Agar

ad 800 ml H,O reinst
Autoklaviert bei 121°C, 20 min

Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Sigma- Aldrich GmbH, Miinchen
Merck KG, Darmstadt

Difco, USA

PBS-Puffer (pH- Wert 7,4)

8,0 g Natriumchlorid NacCl,

0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat KH,POy,,

1,1 g Dinatriumhydrogenphosphat
Na,HPO, x 12 H,0,

0,2 g Kaliumchlorid KClI,

ad 1000 ml H,O reinst

Autoklaviert bei 121°C; 20 min

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Aceton

Merck, Darmstadt

Glutaraldehyd 25%

Merck, Darmstadt

Ethanol 70%

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid- L6ésung 0,9%

FMZ- Eigenproduktion
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3.1.2. Arbeitsmittel

Tabelle 8: Arbeitsmaterialliste

Arbeitsmittel

Becherglaser

Schott, Mainz

Eppendorfcaps

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorfpipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Glasflaschen, -Kolben und -Zylinder

Schott, Mainz

Petrischalen @ 10 cm

Greiner Bio- One GmbH, Frickenhausen

Pinzette (gebogen, gerade)

Hartenstein, Wirzburg

Schere, Skalpell, Spatel

Hartenstein, Wrzburg

Pipetten

Eppendorf, Wesseling- Berzdorf

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niumbrecht

Pipettierhilfe Pipetus

Brand, Wertheim

PP- Rohrchen (10 ml, 25 ml, 40 ml)

Hartenstein, Wirzburg

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Hartenstein, Wirzburg

3.1.3. Gerate und Software

Tabelle 9: Geréateliste

Gerate

Sterilarbeitsbank

Heraeus GmbH&Co Kg, Hanau

Inkubator Incubaril

Neuberger, Deutschland

Kihl- Gefrierkombination

Bosch GmbH, Miinchen

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV

Systec GmbH, Miinchen

Reinstwasseranlage

USF, Ramsbach

Rasterelektronenmikroskop DSM 940

Zeiss, Oberkochen

Feinwaage

Sartorius, Gottingen

Critical Point Dryer CPD 030

Bal- Tec, Witten

Goldbestauber Emitech K550

Fa. Emitech, England

Prifmaschine Zwick/ Roell Z010

Zwick/ Roell, Ulm

Ultraschallgerét

Bandelin GmbH&Co0.KG, Berlin

Vortex

Carl- Roth GmbH Karlsruhe
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3.1.4. Testkeim L. acidophilus und seine Kultivierung

In allen Versuchen wurde mit Bakterien gearbeitet, die aus einem Lyophilisat
aus Lactobacillus acidophilus (LAC) reaktiviert wurden. Das Produkt ist als
Nahrungsergéanzungsmittel in der Apotheke erhéltlich. Es enthalt neben den
gefriergetrockneten Monokulturen aus LAC (ID237) noch Restkulturmedium,
bestehend aus Glucose und Galaktose, Trockenmagermilch, Peptonen und
weiteren Bestandteilen. Zwischen den Versuchsreihen wurde das Lyophilisat im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und nach dem Verfallsdatum nicht mehr
verwendet. Zur Reaktivierung der Bakterien wurden ca. 4 g des Pulvers unter
der Sterilarbeitsbank in 50 ml Lactobacili MRS Broth Bouillon vollstandig
aufgeldst und fur 3 Tage unbewegt und stehend bei 36 °C in einem Zentrifugen-
Rohrchen inkubiert. Nach der Inkubationszeit war die Bakterienkultur als
ca. 8 mm hohes helles Pellet am RoOhrchenboden zu erkennen. Fir die
Beimpfung der Testreihen wurden diese Kulturen in Suspension mit ihrem
Medium (LAC- Suspension) verwendet und durch wdchentliches Abpipettieren

in frisches Medium instandgehalten.

3.1.5. Inkubationsmedium fur L. acidophilus

Fur den Zugversuch mit den inkubierten Faden wurde MRS Broth Bouillon und
fur die Auszahlung der quantitativen Keimbesiedelung eines Fadenstlcks
MRS Broth Bouillon, versetzt mit Bacto Agar als Kulturmedium, verwendet.
Beide Medien wurden auf einer Heizplatte unter Rihren im Erlenmeyerkolben
fur ca. 1 min aufgekocht, bis sich alle Bestandteile im Wasser geldst hatten. Die
Medien wurden in Schottflaschen gegeben, im Autoklaven bei 121 °C fir 20 min
sterilisiert und bis zur weiteren Verarbeitung im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

In einem Vorversuch wurde geklart, ob und wie Fremdkontaminationen der
Bakterienkulturen zu identifizieren sind. Hierzu wurden Faden zum einen unter
sterilen Bedingungen, zum anderen unter unsterilen Bedingungen bearbeitet,
z.B. ohne Handschuhe und ohne Sterilarbeitsbank. Bei herbeigefiihrten
Kontaminationsfallen zeigte sich im Gegensatz zu den Reinkulturen, in denen

die Bakterien in kompakter Pellettform vorlagen, immer eine sichtbare Tribung
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des Mediums. Ein Abstrich auf LB- Agarplatten ergab nach 2 Tagen Inkubation
bei 37 °C eine deutliche sichtbare Kolonisation mit Fremdkeimen. Zur
Herstellung der LB- Agarplatten wurden 800 ml Reinstwasser, 8 g NaCl,
8 g Pepton und 4 g Hefeextrakt abgewogen und in einer Schottflasche 20 min
bei 121 °C im Autoklaven sterilisiert. AnschlieRend wurde die Loésung unter der
Sterilarbeitsbank in sterile Petrischalen gegossen und bei 4 °C im Kuhlraum

gelagert. Wahrend den Versuchen zeigten sich keine Kontaminationsfalle.

3.1.6. Verwendete Fadenmaterialien

Fur die Testreihen wurden verschiedene Fadenmaterialien ausgewahlt, die der
humanmedizinischen Chirurgie zur Verfligung stehen bzw. fir diese produziert
werden  sollen. Es wurden 12  verschiedene  Produkte  der
Fa. Serag-Wiessner (Naila) verwendet. Vertreten waren die  Stoffe
Polyamid (PA), Polyester [/ Polyethylenterephtalat (PET), Polypropylen (PP),
Polyvinylidenfluorid (PVDF), Seide (SILK), Polyglycolsaure (PGA bzw. PGACL),
teilweise mit Polylactid (PLA), Polydioxanon (PDO) und
Polytetrafluorethylen (PTFE). Ausgewahlte Materialien wurden in
verschiedenen Darreichungsformen getestet, etwa als monofiler Einzelfaden
oder als polyfiles Geflecht. Alle Faden hatten eine Lange von 50 cm, die
Fadenstarke 3-0 (USP, nach United States Pharmacopeia) und waren einzeln
steril verpackt.
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Tabelle 10: Auflistung aller Fadentypen mit ihren Eigenschaften

Produkt
Seralon

Supramid

Seratan

Terylene

Serapren

Seralene

Seraflex

PTFE
(Typ S)

Serapid

Seralac

Protect

Serafast

Serasynth

Material
Polyamid (PA),
nicht resorbierbar

Polyamid (PA),
nicht resorbierbar

Polyamid (PA),
nicht resorbierbar

Polyethylen-
terephtalat (PET),
nicht resorbierbar

Polypropylen (PP),
nicht resorbierbar

Polyvinylidenfluorid
(PVDF),

nicht resorbierbar
Natirliche
Seidenfaser
(Fibroin, Sericin),
nicht resorbierbar

Polytetrafluor-
ethylen, nicht
resorbierbar

Glycolsaure (PGA),
resorbierbar
(T1p=5-7 Tage)

90% Polyglycolsaure
+10% Polymilch-
saure (PGA/PLA)
resorbierbar
(T1p=2-3 Wochen)
Glykolid und
e-Caprolacton
(PGACL)
resorbierbar
(T1=1-2 Wochen)
Poly-p-dioxanon
(PDO), resorbierbar
(T10= 4 Wochen)

Beschaffenheit
Mondfil, glatte Oberflache
@ 0,223 mm

Pseudomonofil/
andersartig

ummantelte gezwirnte
Filamentblndel

@ 0,223 mm

Monofil, mit Titan
beschichtete Oberflache
@ 0,208 mm

Polyfil mit ummantelnder
Silikonbeschichtung
(andersartig)

@ 0,235 mm

Monofil, glatte Oberflache
@ 0,245 mm

Monofil, glatte Oberflache
@ 0,238 mm

Polyfil, geflochten,
silikonbeschichtet
@ 0,243 mm

verschweil3te und
verwundene Strénge
(andersartig)

@ 0,181 mm

Polyfil, beschichtet mit
Calciumstearat +
Polycaprolacton bzw.
Polyglycolsaure/Polylactid
@ 0,253 mm

Polyfil,
Poly(glycolide-co-lactide),
beschichtet mit
Calciumstearat + CHX

@ 0,277 mm

Monofil

@ 0,304 mm

Monofil
@ 0,297 mm
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Besonderheiten

Verliert laut Hersteller bei
langerer Liegezeit an
ReilRfestigkeit

Seit Ende 2012 auf dem Markt

Langfristige Reil3festigkeit,
nach langerer Liegezeit
Einkapselung im Bindegewebe

langfristige Reil3festigkeit,
nach leichter Gewebereaktion
Einkapselung im Bindegewebe
Permanente Reil3festigkeit,
inert

Langsame Einkapselung vom
Bindegewebe, Reil3kraftverlust
durch proteolytische
Abbauvorgange

extrem weich, hydrophob, inert
mit permanenter
Reil¥festigkeit

Abbauvorgang durch
Hydrolyse zu Glycolsaure nach
42 Tagen abgeschlossen

Abbau durch Hydrolyse zu
Glycolsaure nach 60-90 Tagen
abgeschlossen, antibakterielle
Beschichtung

Abbauvorgang durch
Hydrolyse zu Adipinsaure nach
90-120 Tagen abgeschlossen

Abbauvorgang durch
Hydrolyse zu 2-
Hydroxyethoxy-Essigsaure
nach ca. 30 Wochen
abgeschlossen
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3.2. Methoden

3.2.1. Zugversuch, Fadenvorbereitung und Auswertung

Fur den Zugversuch wurden alle Fadenprodukte mit Ausnahme von Seratan
nach Inkubationszeitraumen von 5, 7, 10, und 14 Tagen auf lineare Reil3kraft,
KnotenreiRkraft und Knotenhaltbarkeit untersucht und mit denen von nativen
Faden verglichen. Eine Versuchsreihe bestand aus jeweils 10 Praparaten.
Unter sterilen Bedingungen wurden die Faden der Verpackung entnommen und
auf verschiedene Weise prapariert: FUr die lineare Rei3kraft wurde der ganze
Faden unbehandelt  in ein 50 ml  fassendes  verschlieRbares
Zentrifugenrohrchen eingebracht. Fur die Bestimmung der Knotenrei3kraft
wurde der Faden mittig mit einem Handknoten (vgl. Abbildung 1A;) versehen.
Zur Ermittlung der Knotenhaltbarkeit wurden zwei sterile 400 ml- Schottflaschen
als Abstandshalter eingesetzt und um die Flaschenhéalse der Faden gelegt.
Nachdem die beiden Enden mit einem chirurgischen Knoten und Zusatzknoten
(vgl. Abbildung 1B;) versehen worden waren, wurde der Faden mit einem

Skalpell durchtrennt, sodass der Knoten sich in Praparatmitte befand.

= - F
1 = =
i extern [\Fet - F, t F :
’ extern — R = Qe extern
— —

A B,

Abbildung 1: A;) Handknoten, B;) chirurgischer Knoten mit Zusatzknoten [63]

Jeweils 10 Faden wurden gleich prapariert und zusammen in ein
50 ml fassendes Zentrifugenrohrchen eingebracht. Von dem MRS- Medium
wurden 50 ml zugegeben und anschlieBend 1 ml LAC- Suspension

hinzupipettiert. Durch Schwenken verteilte sich die Suspension gleichmaiig um
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die Faden. Es wurde darauf geachtet, dass der gesamte Faden gleichmafig mit
Medium bedeckt ist. Anschliel3end wurden die Réhrchen stehend und unbewegt
in den Inkubator gegeben und fur 5, 7, 10 bzw. 14 Tage bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wurde das vorhandene Medium samt Bakterienpellett
aufgeschuttelt und abgegossen. Die Faden wurden vor dem Zugversuch mit
70 % Ethanol einige Sekunden gespult, um lebende Keime abzutdten.
Anschlie3end wurden sie kurz in 0,9 % NaCl- Lésung eingelegt. Die sterilen
Faden wurden vor dem Zugversuch aus der Packung genommen und kurz in
0,9 % NaCl- Losung eingelegt, mit entsprechendem Knoten versehen und

gleich darauf geprdft.

3.2.2. Einstellung der Zugmaschine

Far die Testung der Zugfestigkeit wurde die
Prufmaschine Z010 (Fa. Zwick Roell) verwendet. Fur alle Zugversuche wurden
gerade, glatte und mit Kunststoff beschichtete Klemmbacken verwendet. Es
wurde darauf geachtet, dass der Faden in Klemmbackenmitte und etwaige
Knoten in gleichméafligem Abstand zwischen oberer und unterer Klemmbacke
der Maschine befestigt wurden. Unter stetigem Zug mit konstanter
Geschwindigkeit wurde der Faden bis zum Bruch bzw. bis zum
Versuchsendkriterium auseinandergezogen und dabei die fir eine bestimmte
Dehnung aufgewendete Kraft aufgenommen. Die Maximalkraft (Fnax) sowie die
Kraft bei Fadenbruch (Fgrcn) wurden in Newton (N) aufgezeichnet. Abbildung 2
zeigt schematisch eine Spannungs- Dehnungs Kurve mit den beiden Kriterien
Fmax und Fgren. Die Spannung o wird durch Kraft (N) pro Flacheneinheit (mm?)
definiert, die Dehnung € entspricht dem Verhaltnis von Langenzunahme zu

Orginallange (Al/lp) des Probenstiicks.

Im Spannungs- Dehnungs- Diagramm kann man verschiedene Bereiche
unterscheiden. Der elastische Bereich entspricht einer voribergehenden
Verformung des Probenstiicks, die vollstdndig reversibel bei Kraftnachlass ist.
Im Diagramm liegt dieser Kurvenverlauf im anfanglichen linearen Abschnitt. Er

geht in den plastisch-elastischen oder nichtlinear- elastischen Bereich Uber, in
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dem die Verformung zwar noch reversibel, aber nicht mehr proportional zur
Spannung ist. Schliel3lich geht die Kurve uber in den plastischen bzw. Fliel3-
Bereich. Hier ist die Verformung hauptsachlich irreversibel. Aus dem linearen
Anstieg im elastischen Bereich lasst sich der Elastizitatsmodul (E=0/¢)
berechnen, der die Steifheit bzw. den Widerstand gegen die elastische
Dehnung eines Materials kennzeichnet und somit eine Materialkonstante
darstellt. Mit o wird die wirkende Kraft auf die Fadenquerschnittflache
beschrieben (N/mm?), ¢ stellt die das Verhaltnis der Lingenanderung zur

ursprunglichen Lange dar (Al/lp).

Wahrend der Messungen wurde darauf geachtet, dass nur mittige Fadenbriche
in die Versuchsergebnisse eingingen. Erfolgte ein Fadenbruch in weniger als
10 mm Abstand zu einer der Klemmbacken, wurde der Zug wiederholt. Die
Querschnittsflache eines jeden Fadens wurde immer unter Annahme einer
monofilen Flache berechnet. Folgende Parameter wurden bei den Ziigen

verwendet:

(1) Elastizitatsmodul und lineare Reil3kraft

Langenangaben/ lo = 125mm
Klemmbackenabstand:

Prufgeschwindigkeit: Vo= 100 mm/min; V1= 300 mm/min
Umschaltpunkte: Fo=1N

Versuchsendkriterien: F=100 N; dF=50 %

Individueller Durchmesser der Probe Produktspezifisch

(2) Knotenreil3kraft

Bestimmung analog der Parameter wie lineare Reil3kraft. Auch hier wurden
Fadenbriche mit zu geringem Abstand zu den Klemmbacken (< 10 mm) nicht
gewertet.

(3) Knotenhaltbarkeit

Bestimmung analog der Parameter wie lineare - und Knotenreif3kraft, jedoch mit

Versuchsendkriterium: dF = 90 %
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F mtax

F Bruch
Hiefgrenze Bruchpunkt

Hastizitats-

Proportionalitsts-

<« > > £
pPlastisch- Hieft-
elastischer bereich
Bereich
-«
elastischer
Bereich

Abbildung 2: Beispiel eines Spannungs- Dehnungs Diagramm,
mit o (= Kraft pro Flache) und & (= Dehnung)

3.2.3. Quantitative Bestimmung der Keimzahl (CFU)

Um die Aussagekraft der Versuchsreihe der gquantitativen Bestimmung der
Keimzahl (CFU) festzulegen, wurde das Vorgehen der Ablésung des
Keimmaterials vom Faden vorerst optisch auf Wirksamkeit bewertet. Daflr
wurden verschiedene Fadentypen in Anlehnung an ein in der Abteilung fur
Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde (FMZ) der Universitat
Wirzburg etabliertes Verfahren aufbereitet. Dieses beinhaltet die mechanische
Ablésung vom Faden mittels Vortex- und Ultraschallbehandlung. Die Faden
wurden anschlielend mit gleichartig besiedelten, nicht explizit gesauberten
Faden im Rasterelektronenmikroskop DSM 940 (Fa. Zeiss) der FMZ verglichen.

Dafiir wurden jeweils 2 Exemplare von 1 cm Lange mit mittigem Handknoten in
2 ml fassende Eppendorfgefal3e 14 Tage mit 0,1 ml der LAC- Suspension bei
36 °C inkubiert. Es wurde darauf geachtet, dass der komplette Faden mit

Medium bedeckt war. Die GefaRe wurden 3 x fur 30 sec. im Ultraschallbad mit
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jeweils 15 sec. Pause, anschlieRend 3 x in den Vortex fur 10 sec. mit 45 sec.
Pause behandelt. Die Bakteriensuspension wurde abpipettiert und 2 ml neues
Medium hinzugefugt. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Der
,gereinigte“ Faden wurde bis zur Weiterverarbeitung am selben Tag fur das
REM im Medium aufbewahrt um nicht auszutrocknen. Der zweite Faden wurde
nach der Inkubationszeit dem Gefal3 entnommen, kurz in frischem Medium

gewaschen und anschlieRend sofort fir das REM prapariert.

Zur Beurteilung des Abldseverfahrens wurden mit Hilfe des REM reprasentative
Aufnahmen der Fadenproben gemacht. Um biologisches Material im Vakuum
unter Elektronenbeschuss sichtbar machen zu koénnen, bedarf es einer
besonderen Vorbereitung. Die Bakterien auf der Oberflache der Faden missen
fixiert, entwassert und getrocknet werden. Darauf wird die nicht leitende
Oberflache der Faden und des Keimmaterials durch Goldbeschichtung leitfahig
gemacht und somit sichtbar unter dem REM.

Die Fixierung der Bakterien erfolgte am 14. Tag nach Inkubation mit
LAC- Suspension. Dazu wurden die Fadenproben im Medium auf Eis gestellt
und 3 x fir je 1 min mit PBS gewaschen, sowie anschlie3end fir 15 min mit auf
6,25 % verdinntem Glutaraldehyd in PBS fixiert. AbschlieRend erfuhren die
Proben eine wiederholte Waschung von 5x5min in PBS auf Eis. Zur
Entwasserung wurden alle Proben bei Zimmertemperatur einer aufsteigenden
Acetonreihe  unterzogen. In l6sungsmittelbestdndigen  verschlieBbaren
Glaszylindern wurden die Faden fur 15 minin 30 %, 20 minin 50 %,
30 minin 75 % und 45 min in 90 % eingelegt. Fur die absolute Entwasserung
wurden die Proben abschlieRend 5 x 30 min in 100 % Aceton eingelegt. Bis zur

Weiterverarbeitung lagerten die Fadenproben in 100 % Aceton.

Zur Kritisch- Punkt- Trocknung mittels Critical Point Dryer CPD C 30
(Fa. Bal-Tec, Witten) wurden die Proben in eine mit 100 % Aceton gefullte, auf
ca. 9 °C gekuhlte Kammer Uberftihrt. In der geschlossenen Kammer wurde das
Aceton durch 10- maligen Ablass- und Auffullvorgang mit flissigem CO;
ersetzt. Nach Erwarmung der Kammer bis 31 °C wurde der kritische Punkt von

CO, erreicht und das Gas anderte seine Phase von flissig zu gasformig.
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Nachdem das Gas abgelassen werden konnte, wurden die Proben enthommen
und auf Probenhaltern fixiert. Nach deren Goldbedampfung im
Sputter- Coater Emitech K550 fir 2 x 4 min wurden die Faden im REM bei
VergroRerungen von 50, 100 und 500 analysiert.

Um die Besiedelung der Nahtmaterialien quantitativ zu vergleichen, wurden die
den inkubierten Fadenproben anhaftenden Keime mittels Vortex und Ultraschall
entfernt, die erhaltene Suspension verdinnt, auf Agar-Platten ausgestrichen
und die sich bildenden Kolonien (CFU) ausgezahlt. Dazu wurden fir eine
Versuchsreihe funf ca.1cm lange Fadensticke mittig mit Handknoten
versehen und in einem 2 mlfassendes Eppendorf- Gefall? mit 2100 pl
LAC- Suspension auf 2 ml Medium 14 Tage bei 37 °C bebritet. Es wurde
darauf geachtet, dass der komplette Faden mit Medium bedeckt war. Alle
Fadensticke aus einem Gefal? wurden anschlieBend in je 2 ml frischem
Medium kurz gewaschen und sofort in ein neues, mit 2 ml frischem Medium

gefllltes GefalR eingebracht.

Die in 2 ml Medium vorliegenden Bakterien wurden vollstéandig abpipettiert und
unverdunnt bzw. in den Verdinnungen 1/5 und 1/25 abgefullt. Jeweils 0,1 ml
der Suspensionen wurden auf den Boden der Platten ausgestrichen und mit
MRS- Agar aufgefullt. Die Platten wurden bei 36 °C fiur 3 Tage bzw. 5 Tage
bebritet, die gewachsenen Kolonien anschlieRend ausgezahlt und tabellarisch
erfasst. Fur jedes Fadenprodukt wurden 2 Versuchsreihen angefertigt und die
CFU gemittelt.
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4. Ergebnisse
4.1. Zugversuche

4.1.1.Lineare Reil3kraft nichtresorbierbarer Materialien

Der Prifungszeitraum betrug bei allen Faden O (steril), 5, 7, 10, bzw. 14 Tage
nach Inkubation. Jede Prifungsreihe bekam im Diagramm ein Kreissymbol mit
ihrer Standardabweichung zugeordnet. Der Verlauf der Inkubationszeitraume
wurde durch eine Regressionsgerade verdeutlicht. Die Faden aus PTFE und
PP lassen als Einzige eine Kraftzunahme im Verlauf des 14-tégigen
Inkubationszeitraums der linearen ReilBkraft in Fpax und Fgnen erkennen,
sichtbar an der Steigung der Regressionsgeraden. Mit m= 0,142 (Fmax) zeigt
PTFE in der MaximalreiRfestigkeit des linearen Fadens eine signifikante
Steigung (p=0,05). Fur die Bruchkraft (Fgmen) Weicht die Steigung nicht
signifikant von Null ab. Der Betragsunterschied von Fmax zu Fgnen ist bei PTFE
am ausgepragtesten. Die Anderungen fur PP fallen wesentlich geringer aus
(vgl. Abbildung 3 A/B). Beide Steigungen weichen nicht signifikant von Null ab.
PP, Seide und PET gehotren zu den Faden mit den geringsten Kraftanderungen
Uber 14 Tage. Seide hat einen grof3en Kraftnachlass direkt nach der ersten
Inkubationsphase und zusatzlich recht grol3e Abweichungen in den
Messergebnissen an Tag 10. Die Darstellung eines Fittings erschien hier nicht
sinnvoll. Eine weitere Messreihe fir Tag 5 wurde vorgenommen, brachte aber
ahnliche Ergebnisse. PET zeigt fur Fnax zwar auch eine Gerade mit positiver
Steigung (m= 0,015), Fgnch dagegen tendiert zu einem absteigendem Verlauf
(vgl. Abbildung 3 C/D). Keine der 3 Messergebnisse zeigen eine signifikante
Veranderung.

Beide Polyamid- Faden zeigen eindeutige Kraftverluste mit Steigungsbetragen
von m=-0,23 bis m=-0,44 (Fnax). Auffallig ist der initial ahnliche Kurvenverlauf
von Supramid und Seralon, die bis Tag5 fast ein Viertel ihrer Reil3kraft
verlieren, diese jedoch anschlieend recht konstant halten kdnnen (vgl.
Abbildung 3 E/F). Jedoch zeigt nur Fgch VOn Seralon eine signifikant abfallende
Steigung (p=0,05).
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PTFE (Typ S) - linear

PP (Serapren) - linear
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Abbildung 3: linearer Zugversuch von PTFE (A), PP (B), Seide (C), PET (D) und PA monofil (E)
sowie pseudomonofil (F) von Tag 0 - 14
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Vergleichsweise gro3e Verluste von 43 % erfahrt PVDF. Seralene als
nichtresorbierbarer Faden zeigt bis Tag 10 gleichmallige Werte, dann verliert
er schlagartig bis Tag 14 bis zu 42 % an ReilR3kraft, wodurch eine negative
Steigung (m=-0,18 bzw. -0,19) der Regressionsgeraden resultiert
(vgl. Abbildung 4). Die Steigung von Fpnax und Fgren Weichen dadurch bei p=
0,05 nicht signifikant von Null ab.

PVDF (Seralene) - linear

*

20

e F
max

——m =-0,18253 + 0,24631
® F

Bruch

—— m=-0,19927 + 0,24154
5 T v T ’ T v T v T ¥ T ¥ T ' T v

0 2 4 6 8 10 12 14
Inkubationszeit [d]

Abbildung 4: linearer Zugversuch von PVDF von Tag 0 - 14

4.1.2.Lineare ReilRkraft resorbierbarer Materialien

Die Kraftverluste von Serasynth und Seralac Protect sind unter den
resorbierbaren Materialien am geringsten. Die Steigungen des Abfalls der
Geraden sind signifikant (p= 0,05) und betragen -0,43 bzw. -0,23
(vgl. Abbildung 5 A/B). Mit fast 70 % Kraftverlust erfahren die resorbierbaren
Faden Serafast und Serapid den grof3ten  Steigungsabfall der
Regressionsgeraden. PGACL zeigt von allen Materialien den grof3ten
Reil3kraftverlust mit der steilsten Steigung von m=-0,93 fur Fnax (vgl. Abbildung
5 C/D). Mit Ausnahme von Fgyen VOn Serapid unterscheiden sich alle

Steigungen signifikant von Null (p=0,05).
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PDO (Serasynth) - linear

e F
max

m =-0,23461 + 0,02855

b FE4 uch

m =-0,23331 + 0,03369
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