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.Prevention remains the single best treatment for infected joint replacements”



Inhaltsverzeichnis

1. Abkiirzungsverzeichnis

2. Einleitung und Zielsetzung

3. Literaturiibersicht zum Thema

3.1
3.2
3.3
3.4

3.5

Implantat assoziierte Infektionen

Antibakterielle Eigenschaften von Metallionen

Antiinfektiose Oberflachen

Eine neuartige Sol-Gel-abgeleitete biokompatible Titanoxidbeschichtung fiir
medizinische Implantate

Aufgabenstellung und Zielsetzung

4. Material und Methoden

41

4.2

Materialien

3.1.1 Lésungen

3.1.2 Biologische Materialien

3.1.3 Biomaterialien

3.1.4 Gerite

Methoden

4.2.1 Antibakterielle Potenz der verschiedenen Metallionen

4.2.2 Antibakterielle Potenz verschiedener Kombinationen von Metallionen

4.2.3 Mikrobiologische Untersuchung beschichteter und unbeschichteter
Probekorper

4.2.4 Korrespondierende Zytokompatibilitatstests an Gewebezellen
(FBI Bayreuth)

5. Ergebnisse

5.1

5.2

Antibakterielle Potenz einzelner Metallionen

5.1.1 Antibakterielle Potenz von Silberionen

5.1.2 Antibakterielle Potenz von Quecksilberionen

5.1.3 Antibakterielle Potenz von Aluminiumionen

5.1.4 Antibakterielle Potenz von Zinkionen

5.1.5 Antibakterielle Potenz von Kobaltionen

5.1.6 Antibakterielle Potenz von Kupferionen

Untersuchungen zur bakteriellen Wachstumshemmung durch Kombination

verschiedener Metallionen

5.2.1 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber-

und Kupferionen

18
25

33

34
34
34
35
35
36
36
37
38
40

42

45
45
45
46
47
47
47
47
48



5.2.2 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber-
Silberionen

5.2.3 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Silber- und
und Kupferionen

5.3 Antibakterielle Untersuchungen der TiO,-Schicht

5.3.1 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in
RPMI 1640 + 10% FBS liber 24 Stunden

5.3.2 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in
a-MEM + 20 % FBS

5.3.3 Adhasions-/Proliferationsversuche mit MRSA 27065 in
RPMI 1640 + 10% FBS

5.3.4 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in
RPMI 1640 +10% FBS iiber 7 Tage

6. Diskussion
6.1 Diskussion der Methode
6.1.1 Mikrobiologische Testverfahren
6.1.2 Bestimmung der antibakteriellen Potenz einzelner Metallionen und
Kombinationen von Metallionen
6.1.3 Antibakterielle Untersuchungen der verschiedenen
Oberflachenmodifikationen
6.2 Diskussion der Ergebnisse
6.2.1 Wachstumshemmung durch Metallionen
6.2.2 Untersuchungen der TiO,-Oberflaichenbeschichtungen

6.3 Zusammenfiuhrung der Ergebnisse, Diskussion und Bewertung der Schicht

7. Zusammenfassung

8. Literaturverzeichnis

9. Abbildungsverzeichnis

10. Anhang

11. Lebenslauf

12. Danksaqung

50

50

51
51

56

57

58

62

62

62

66

67

68

68

74

79

84

86

94

96

141

142



1. Abkiirzungsverzeichnis

AgNO;
Ag’
AP
o-MEM
AVERT
al.
aqua dest.
ATCC
BRD
BV
bzw.

°C

C02+
CoCrMb
CRP
Cu2+
CVvD
DNS

E.
EDTA
FBI
FBS

gr

Hg"
IUP

i.v.
KBE
LD

<

McF
mM

um
m-RNS
MRSA
MRSE

Silbernitrat

Silber

Aluminium

Alpha minimal essential Medium
Artificial Valve Endocarditis Reduction Trial
altera

aqua destillata

American Type Culture Collection
Bundes Republik Deutschland
Bildverstarker

beziehungsweise

Grad Celsius

Kobalt

Kobalt-Chrom-Molybdan
C-Reaktives Protein

Kupfer

Chemical Vapor Deposition
Desoxyribonukleinsaure
Escherichia
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
Friedrich-Baur-Institut

Fetal Bovines Serum
griechisch.

Quecksilber

Intrauterinpessar

intra vends

Kolonie bildende Einheiten
letale Dosis

Masse

Molare Masse

Morbus

McFarland

Millimol

Mikrometer
messenger-Ribonukleinsaure

Methicillin resistenter Staphylococcus aureus

Methicillin resistenter Staphylococcus epidermidis

Stoffmenge
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NAD* Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO, Natrium-Di-Hydrogen-Phosphat
Na,HPO, Di-Natrium-Hydrogen-Phosphat
NaOH Natrium-Hydroxid

NH, Stickstoff-Di-Hydrogen (Aminogruppe)
nm Nanometer

0.g. oben genannt

op. Operationem

P. Pseudomonas

PBS Phosphate Buffered Saline
PDLLA Poly-D,L-Laktid

PTFE Polytetrafluorethylen

PVD Physical Vapor Deposition
REM Rasterelektronenmikroskop

S. Staphylococcus oder Streptococcus
SA Standardabweichung

SCV Small Colony Variants

SH Sulfhydryl

sog. So genannte

spp. Spezies

Std. Stunden

TEP Total Endoprothese

TiAlgV4 Titan-Aluminium-Vanadium
TiO Titan(ll)-oxid

TiO, Titan(IV)-oxid

Ti,Os Titan(l11)-oxid

t-RNS transfer-Ribonukleinsaure

TSB Tryptic Soy Brooth

u.a. unter anderem

UHMW- Ultra-high-molecular-weight-
UK United Kingdom

USA United States of America
Vol.% Volumenprozent

zZn* Zink



2. Einleitung und Zielsetzung

Seit der Einfuhrung und der klinischen Etablierung kinstlicher Gelenke vor tuber 40 Jahren
hat die Entwicklung und Anwendung von Biomaterialien groRe Fortschritte erreicht. Heute ist
die Implantation kinstlicher Gelenke ein fester Bestandteil der modernen Medizin. Alleine an
primaren Huftendoprothesen werden in Europa knapp 500.000 jahrlich implantiert, davon
mehr als 180.000 in Deutschland [11, S. 166]. Seit den 80er Jahren wird auBerdem der
endoprothetische Ersatz von grolRen Knochendefekten bei Tumorerkrankungen mit
befriedigenden Langzeitergebnissen durchgefuhrt. Infektionen von Endoprothesen und
Biomaterialien stellen dennoch weiterhin ein zentrales Problem in der Behandlung von
Knochen und Gelenkerkrankungen dar. So werden Infektionsraten von ca. 5 % bei der
osteosynthetischen Stabilisierung von Frakturen [21, S. 1423] beschrieben, beim primaren
totalen Gelenkersatz [26, S. 1411] betragen die Infektionsraten zwischen 0,5-2%. So
genannte ,Pin-Track“ Infektionen treten sogar in bis zu 30 % der Falle auf [71, S.600]. Fir
den endoprothetischen Gelenkersatz nach der Resektion von Knochentumoren werden in
der Literatur Infektionsraten von 5% bis zu 35% angegeben [2, S. 145, 14, S. 178, 68, S.
1154, 72, S. 167, 117, S. 64]. Auch die modernen Operationsverfahren unter Beachtung
aseptischer Vorraussetzungen (Abb. 1.1) und eine optimierte perioperative antibiotische

Prophylaxe schiitzen hierbei nicht ausreichend vor tiefen und oberflachlichen Infektionen.

Abbildung 2.1: Implantation einer Knie-Total-Endoprothese in einem Reinraum

Operationssaal

Diese wiederum fuhren haufig zu chronischen Infektionen mit der Notwendigkeit zum Ausbau
und ein- oder zweizeitigem Wechsel der Endoprothese. Mittlerweile gibt es zusatzlich
zunehmende Probleme mit Stdmmen von sehr resistenten Hospitalkeimen, welche mit
Endoprotheseninfektionen in Verbindung gebracht werden [57, S. 125]. Deshalb ware es von
wesentlichem Vorteil, wenn durch die Verdnderung der Endoprothesenoberflachen ein

entsprechender Infektionsschutz gegeben waére. Bisherige Versuche mit antiinfektidsen
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Oberflachenbeschichtungen mittels Einbringen von Antibiotika ermdglichten jedoch nur einen
kurzeitigen Schutz vor bakterieller Besiedlung [29, S. 585] und stehen zudem vor dem
Problem der ansteigenden Resistenzen von Keimen, die mit Implantat assoziierten
Infektionen in Verbindung gebracht werden [57, S. 125]. Andere Versuche mit einer
silberhaltigen Oberflachenbeschichtung zeigten bei erhéhtem Silberspiegel im Serum keinen
Nachweis einer antiinfektidsen Wirkung und wurden so aus ethischen Grinden vorzeitig
abgebrochen [71, S. 600].

Zielsetzung der hier vorliegenden Arbeit war es die antiinfektiose Wirkung eines neuen
keramischen Beschichtungssystems von metallischen Biomaterialien im Modellversuch zu
prifen. Zunachst sollte hierzu in Screening-Versuchen ein Metallion als geeignetes
antibakterielles Agens gefunden werden. In weiteren Versuchen wurde dann der
antibakterielle Effekt der neuartigen keramischen Beschichtung auf TiOz-Basis mit
integrierten Metallionen im Modellversuch getestet. Parallel wurden durch das Friedrich-Baur
Forschungsinstitut in Bayreuth Versuche zur Zytotoxizitat der Metallionen, und im weiteren

Verlauf auch Untersuchungen zur Zytokompatibilitat der TiO,-Schicht, durchgefiihrt.



3. Literaturiibersicht zum Thema

3.1 Implantat assoziierte Infektionen

Biomaterialien stellen mittlerweile einen festen Bestandteil der modernen Medizin dar und
haben entscheidend dazu beigetragen die Lebensqualitat zu verbessern. Seit nunmehr fast
3000 Jahren werden Biomaterialien erfolgreich in der Medizin eingesetzt. Zu Beginn wurden
beispielsweise Goldfaden als Nahtmaterial oder Silber- und Goldkronen in der Zahnmedizin
verwendet [64, S. 283]. Kontinuierlich haben Biomaterialien Ihren Siegeszug fortgesetzt und
sind heute in fast jeder Fachrichtung der modernen Medizin vertreten. Aus dem klinischen
Alltag sind sie heute deshalb nicht mehr wegzudenken. Hierbei definierte D.F. Williams 1987
all jene Materialien als Biomaterialien, die als human-, zahn-, veterindrmedizinische und
pharmazeutische Produkte ihre Anwendung finden, mit dem Korper in sofortigen Kontakt
treten und darin verbleiben [116, S. 3421]. In der Orthopadie und Traumatologie umfassen
Biomaterialien also beispielsweise Knie- oder Hiftendoprothesen, Fadenanker,
Kirschnerdrahte, Metallplatten aber auch einfaches Nahtmaterial. Gerade die Implantation
von Hiftendoprothesen gilt als eine der am erfolgreichsten durchfiihrbaren orthopadischen
Operationen. Dennoch ist auch eine solche Operation weiterhin mit Risiken behaftet, wobei
die aseptische-Lockerung weitaus am haufigsten auftritt [69, S. 8]. Deutlich seltener wird im
Vergleich eine Endoprotheseninfektion beobachtet. Eine solche Infektion ist aber gleichzeitig
bedeutend schwieriger zu therapieren. Auch sprechen einige Untersuchungen dafir, dass
die wirkliche Pravalenz der Endoprotheseninfektionen noch deutlich unterschatzt wird. So
wurden in einer Studie aus dem Jahre 1996 explantierte Prothesenteile und umgebendes
Weichteilgewebe bei der Verdachtsdiagnose einer aseptischen Lockerung verlangert
bebritet. Hierbei konnten Perdreau-Remington et al. [78, S. 160] in 76% der Falle einen
positiven bakteriellen Keimnachweis erbringen.

Bei einer weltweit geschatzten Primarimplantation von mehr als einer Million HUft-
Totalendoprothesen (TEP) [11, S. 166] und Infektionsraten von ca. 0,5-2% der Falle [26, S.
1411, 42, S. 805] gewinnen optimierte Therapieschemata zunehmend an Bedeutung. Derzeit
geht man von mehr als 180.000 Huft-TEP Implantationen alleine in Deutschland aus [11, S.
166]. Die geschatzten Behandlungskosten einer infizierten Huft-TEP betragen ca. 30.000 US
$ [21, S. 1423]. Zusatzlich werden in Deutschland ca. 60.000 Knie-Gelenk-TEP pro Jahr
implantiert [10, S. 96], wobei die Infektionsrate nach Knie-TEP Implantation ca. 1-4% betragt
[42, S. 805]. In den Vereinigten Staaten von Amerika werden durch infizierte
Osteosynthesematerialien und Endoprothesen zusatzliche Behandlungskosten von
insgesamt mehr als 1,8 Mrd. US $ pro Jahr verursacht. Die entstehenden Kosten durch
Arbeitunfahigkeit und Rentenzahlungen bleiben dabei noch unbericksichtigt [21, S. 1423].
Sowohl die vorliegenden Daten aus der BRD, als auch die korrespondierenden Daten aus
den USA, beschreiben somit flir Implantatinfektionen eine erhebliche zuséatzliche
6konomische Belastung fur das jeweilige Krankenhaus, und in zweiter Konsequenz fur das

gesamte Gesundheitssystem. Zusatzlich verursachen die verlangerte Hospitalisationsdauer,
9



sowie der negative Therapieerfolg eine starke psycho-soziale Beeintrachtigung der
Patienten, die nicht zu unterschatzen ist.

Ursachlich fur die relativ haufige Infektionsrate bei der Implantation von Biomaterialien in der
Orthopadie und Traumatologie ist unter anderem die fremdmaterialinduzierte
pathophysiologische Konstellation, welche durch eine charakteristische Trias (niedriges
bakterielles Inokolum, charakteristisches atypisches Erregerspektrum, meist keine Heilung
ohne Entfernung des Implantats) gekennzeichnet ist. Zunachst ist ein relativ niedriges
bakterielles Inokolum ausreichend zur Verursachung einer Infektion. Dies wurde unter
anderem im Jahre 1957 durch Elek und Conen demonstriert [24, S. 585]. Die notwendige
Keimzahl, die zu einer Infektion fuhrte ("minimum pustule forming dose"), wurde im Versuch
durch einen einzigen im Gewebe verbliebenen Seidenfaden um den Faktor 10.000 reduziert
[24, S. 582]. Eines der Hauptprobleme einer Implantat-assoziierten Infektion liegt an der
Grenzflache zwischen Implantat und Biomaterial [33, S. 1589, 97, S. 370], dem so
genannten Interface, welches die Wechselbeziehungen zwischen Implantat, lebendem
Gewebe und Fremdmaterial widerspiegelt. Ein ahnlicher Effekt, wie ihn Biomaterialien
zeigen, also die Verringerung der "minimum pustule forming dose", wurde auch flr die
Prasenz von beispielsweise totem Knochen oder geschadigtem Weichteilgewebe beobachtet
[32, S. 264].

Nach der Implantation eines Biomaterials beginnt ein sog. "Race for the surface". Dieser
Begriff bzw. diese Hypothese wurde 1991 von Gristina et al. [35, S. 368] vorgeschlagen und
von eben derselben Arbeitsgruppe durch weitere Versuche bestatigt [36, S. 107]. Dieser
"Wettlauf um die Besiedlung der Oberflache des Biomaterials" ist fir ,das kiinftige Schicksal
des Implantats® entscheidend [36, S. 107]. Der fundamentale erste Schritt einer Infektion
nach Implantation des Biomaterials besteht in der Adhasion von Bakterien, welche durch
eine pathogenetische Sequenz getriggert wird (Abb.3.1).

Die adhéasive Kolonisierung des Substrats und das Einbringen des Implantats (bzw. das
Vorhandensein von geschadigtem bzw. relativ azelluldrem Gewebe) bedingen eine
bakterielle Resistenz gegen die kdrpereigenen Abwehrmechanismen sowie die systemische
antibiotische Therapie [35, S. 364]. Dies flihrt zu einer Transformation von normalerweise
apathogenen in pathogene Keime, so dass in vielen Fallen die Infektion ohne vollstandige
Entfernung des Fremdmaterials nicht mehr geheilt werden kann [26, S. 1412]. Die Adhasion
von Bakterien an Oberflachen hangt zu einem gewissen Teil auch von den physikalischen
Charakteristiken der Materialoberflache ab [40, S. 891, 111, S. 844, 112, S. 183]. Die
Bakterien treten hierbei entweder Uber direkte Kolonisation, per continuitatum oder Uber

hamatogene bzw. Iymphogene Aussaat mit dem Biomaterial in  Kontakt.
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Mechanismus der Sepsis am Bewegungsapparat

Bakterium

Y ewebssdlion Polysachandé L

Gewebezellen

.....................................................

Bakterielle Adhésion Conditioning Film Oberflachenoxid Gewebsintegration
/ / Biomaterial /
ya /

Abbildung 3.1: Bereits zum Zeitpunkt der Primarimplantation stellt ein

Biomaterial eine fiir Bakterien besiedelungsbereite Oberflache
dar. Die duBeren atomaren Schichten der Implantatoberflache
treten sofort mit dem angrenzenden biologischen Gewebe in
Wechselwirkungen. Makromolekiile, Bakterien und
Gewebezellen konkurrieren um Oberflaichenbereiche am

reaktiven Interface (nach Gristina et al. [33]).

Jede Oberflache, die einer biologischen Umgebung exponiert wird, wird mit einer Schicht aus
Proteinen und Glykoproteinen, einer so genannten "Konditionierenden Schicht"
("conditioning film") Uberzogen [35, S. 365, 40, S. 887]. Anfanglich stolt die Oberflache oder
das Substrat, aufgrund ihrer negativen, anionischen Ladung die Bakterien ab, da diese
ebenfalls anionisch geladen sind [35, S. 365]. In diesem Stadium der bakteriellen
Besiedelung sorgen dann physikalische Krafte wie London-van der Waal's Krafte und
hydrophobe Molekiile des Substrates und der Bakterien flir eine ausreichende Kontaktdauer,
so dass Substrat und Bakterien ihre irreversible Vernetzung Uber komplexe
Glykoproteinstrukturen ausbilden kénnen [35, S. 365] (Abb. 2.2).

Hat dieser erste Kontakt stattgefunden, indem sich das Bakterium an das Substrat gebunden
hat, beginnt die Proliferation innerhalb eines aus Polysacchariden bestehenden Schleims, in
dem Nahrstoffe zur Verfiigung stehen. Hierbei erfolgt die Formation einer Bakterienkolonie,
wobei ein so genannter Biofilm aus Bakterien, lonen, Metallen und Exopolysacchariden
entsteht [20, S. 11, S. 16]. Bereits im Jahre 1943 beschrieb ZoBell [122, S. 39], dal
bestimmte Bakterien ausschlieRlich oder zumindest bevorzugt an festen Oberflachen
wachsen [122, S. 54]. Besonders bei oberflachenadharenten, sessilen Bakterien wird hierbei
ein mucinartiges Exsudat beobachtet, welches daran beteiligt ist Nahrstoffe im Biofilm zu
konzentrieren [122, S. 54]. Die klinische Relevanz dieser Entdeckung blieb jedoch lange Zeit

unerkannt.
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Die Ausbildung von Biofilm als solches wird nun auch als der letzte Schritt der bakteriellen
Besiedlung bezeichnet [40, S. 892]. In einer Vielzahl von Fallen kann eine Infektion ohne die
vollstandige Entfernung des Fremdmaterials dann nicht mehr geheilt werden [26, S. 1412].
Zum Zeitpunkt der Biofilmbildung haben die Bakterien ein Umfeld fir sich geschaffen,
welches sie vor vielen antibiotischen Substanzen sowie den Abwehrmechanismen des
Korpers schitzt [40, S. 894]. Der Biofilm wirkt hier als Puffer gegenuiber den sich andernden
Einflissen der direkten Umgebung, vereinfacht den Austausch von Nahrstoffen und die
Beseitigung von Abfallprodukten [40, S. 892].

10’000 _ -—-Aniagerung.. ——.
P
T
—~ 154
S
=
O]
S
o 104
=
w
Fibi:iles
Adhésin
54
Van der Waal's Krafte Hydrophobe Rezep;or . B I;e"ze;to} = ¢ "- .{-'I
Wechselwirkungen Cheml_sche
A A A Wechselwirkungen
0 Std. 3 Std. 24 Std.
Substrat
Abbildung 3.2: Molekulare Sequenz der Anlagerung, Adhasion, Aggregation und

Dispersion von Bakterien (B) an Substratoberflachen. In
Abhéangigkeit der Bakterien- und Substrat-Spezifikationen kénnen
verschiedene Interaktionen stattfinden (Nahrstoffe, Fremdstoffe,
Makromolekiile, Spezies und Materialien) (nach Gristina et al.

[33]).

Die Fahigkeit, an Materialien anzuhaften und einen Biofilm auszubilden, wird als ein
wichtiger Faktor fir die Pathogenitat der Mikroorganismen beschrieben. Dies ftrifft
insbesondere auf Staphylokokken zu [112, S. 182], wobei Staphylococcus aureus und
koagulase-negative Staphylokokken, hier im Besonderen S. epidermidis, wiederum die
haufigsten Erreger von Implantat-assoziierten Infektionen darstellen [6, S. 1249] (Tab 3.1). S.
epidermidis siedelt bevorzugt auf Polymeren, wahrend S. aureus vorwiegend mit Metall- und

Weichteilinfektionen in Verbindung gebracht werden kann [36, S. 108].
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Verschiedene Studien haben auRerdem die Resistenzsteigerung von Bakterien gegenlber
antibiotischer Therapie nach Besiedelung von Implantaten gezeigt [34, S. 813, 74, S. 126].
Eine mdgliche Erklarung hierfir mag der reduzierte Metabolismus der Bakterien in einem
Biofilm darstellen [40, S. 894]. Ferner kdénnen sich durch Adaptationsvorgange so genannte
»Ssmall colony variants® (SCV) ausbilden. Hierbei handelt es sich um Subpopulationen von S.
aureus und S. epidermidis, die durch eine reduzierte Teilungsrate, atypische
Zellmorphologie, reduzierte Pigmentbildung und Stoffwechselleistungen gekennzeichnet sind
und dadurch wiederum mit der Ausbildung persistierender Infektionen, erhohter
Antibiotikaresistenz, sowie chronischer Infektionen von Fremdmaterial assoziiert sind [26, S.
1416, 83, S. 422, 84, S. 68, 110, S. 4710].

Anteil verschiedener Infektionserreger bei Gelenkprotheseninfektionen [26]

Pathogen Haufigkeit [ %]
Staphylokokken, davon 50-60

- Koagulasenegative Staphylokokken 25-30

- Staphyolococcus aureus 25

Gramnegative, aerobe Stabchenbakterien | 20
(u.a. Enterobacteriaceae, wie Escherichia
coli, Proteus spp., Morganella morganii,
Serratia marcescens, Citrobacter freundii,
Salmonella enterica sowie nicht
fermentierende Erreger wie Pseudomanas
spp., Stenotrophomonas maltophilia,
Alcaligenes spp.)

Streptokokken (S. agalacticae, sog. 10-15
,Viridans-Streptokokken®, seltener andere)
Polymikrobiell 10-15
Anaerobier (u.a. Probionibacterium spp., 7-10

Peptostreptokokken, Bacteroides spp.,
Prevotella spp., Veilonella parvula)

Andere Erreger® 2

Ohne Erregernachweis 10

® Periprothetische Infektionen kdénnen neben o.g. Erregern durch eine Vielzahl von weiteren
Mikroorganismen verursacht werden. Bereichtet wurde u.a. Uber Implantatinfektionen durch
Haemophilus spp., Pasteurella multocida, Yersinia enterocolitica, Acinetobacter spp., Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium
chelonae, Corynebacterium spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Clostridium difficile,
Tropheryma whippelei, Actinomyces spp., Mycoplasma hominis, Aspergillus spp., Candida spp.

Tabelle 3.1: Anteil verschiedener Infektionserreger bei Gelenkprothesen-

Infektionen (nach Geipel et al. [26]).

AulBerdem konnte gezeigt werden, dass auch nicht Biofilm bildende Bakterien deutlich
héhere Antibiotikakonzentrationen tolerieren kénnen, sofern sie an einem Biomaterial siedeln
[35, S. 368]. Ein weiteres Problem stellen die verminderten Abwehrreaktionen des Korpers
dar. Da Implantate nicht durchblutet werden, kdnnen sie lediglich durch Diffusion von
Antibiotika, immunkompetenten Zellen und anderen antiinfektiosen Substanzen erreicht

werden [19, S. 139]. Dies fuhrt dann dazu, dass trotz adaquater Chemotherapie und
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ausreichenden systemischen Antibiotikakonzentrationen insuffiziente lokale
Antibiotikakonzentrationen vorliegen [19, S. 139]. Der extrazellulare Schleim von S.
epidermidis vermindert des Weiteren die Bildung von T- und B-Zellen, die Chemotaxis sowie
die Opsonierung von Bakterien und scheint die Virulenz von S. epidermidis im Tierversuch
zu steigern [59, S. 13]. Da aber auch die Virulenz von nicht schleimbildenden Bakterien
durch Implantate gesteigert wird, kann die Prasenz von Biofilm nicht allein die verminderte
Immunkompetenz des Kérpers bei Implantat-assozierten Infektionen erklaren.

Wenn der Verdacht auf eine Implantat- bzw. Endoprotheseninfektion besteht, beginnt ein
komplexer diagnostischer Prozess, der sowohl von Seiten des Klinikers, als auch des
Mikrobiologen einer besonderen Abstimmung bedarf. Das Funktionieren dieses Ablaufs ist
von erheblicher Konsequenz fir die Therapie und somit in direkter Linie fir die Prognose des
Patienten ausschlaggebend [26, S. 1416]. Zunachst wird der klinische Verdacht einer
Infektion bzw. einer Frihinfektion gestellt. Hierbei gelten als charakteristische Zeichen
anhaltende oder neu aufgetretene Schmerzen, eine lokale Rétung oder Uberwarmung,
anhaltende Sekretion, gespannte lokale Weichteile, anhaltende oder neu auftretende CRP-
Erhéhung und Leukozytose sowie eine Temperaturerhbhung [90, S. 309]. Zur
Diagnosestellung kann des Weiteren der Infektions-Score nach Zimmerli et al. [121, S. 102]
herangezogen werden. Ein Patient mit einem konstanten Score von maximal finf kann als

infektionsfrei oder geheilt betrachtet werden.

Die haufigsten Erreger bzw. Erregergruppen von Implantatinfektionen, eingeteilt nach
Infektionsbeginn [ 26]

Zeitliche Unterteilung Erreger bzw. Erregergruppen

Frihinfektion (bis 2 Monate nach - Staphylococcus aureus

Implantation) - Aerobe, gramnegative
Stabchenbakterien

- Koagulasenegative Staphylokokken

Verzdgerte Infektion (2 bis 12 Monate nach - Koagulasenegative Staphylokokken

Implantation) - Staphylococcus aureus

- Mikroorganismen der kommensalen
Hautflora

- Aerobe, gramnegative
Stabchenbakterien

Spatinfektion (>12 Monate nach - Koagulasenegative Staphylokokken

Implantation) - Mikroorganismen der kommensalen
Hautflora

- Staphylococcus aureus

- Aerobe, gramnegative
Stabchenbakterien

- Anaerobier (v.a. Peptococcus,
Peptostreptococcus)

Tabelle 3.2: Die haufigsten Erreger bzw. Erregergrupen von
Implantatinfektionen, eingeteilt nach Infektionsbeginn (nach
Geipel et al. [26]).

14




Rupp et al. [91, S. 239] postulierten, dass bei Auftreten einer Implantat-assoziierten Infektion
in den ersten beiden postoperativen Jahren die Bakterien wahrend der Operation in den
Korper gelangt sind (Gruppe Il). Erst nach Ablauf dieses Zeitraums kann von einer
hamatogenen Streuung der Bakterien Uber einen anderen Herd ausgegangen werden
(Gruppe III) [91, S. 293]. Andere Autoren definieren eine Fruhinfektion bis zu zwei Monate
nach Implantation, eine verzdgerte Infektion 2 bis 12 Monate nach Implantation sowie eine
Spatinfektion, die nach mehr als 12 Monaten nach Implantation auftritt [26, S. 1419]. Jeder
dieser Phasen der Infektion sind charakteristische Erreger zuzuordnen [26, S. 1419, 55, S.
47] (Tab. 3.2).

Zur Sicherung der Verdachtsdiagnose muss der direkte Erregernachweis erfolgen. Aufgrund
der Bedeutung der mikrobiologischen Diagnostik sollten falsch negative Befunde vermieden
werden und so wird eine 10-14 tagige Pause der Antibiotikagabe vor dem Eingriff als sinnvoll
erachtet [26, S. 1417]. Bei intraoperativer Gewebe-Entnahme ist es gleichzeitig anzuraten
Proben zur histopathologischen Begutachtung einzusenden. Bei klinischem Verdacht auf
eine Endoprothesen- bzw. Implantatinfektion und negativem Keimnachweis kann es sich in
seltenen Fallen auch um atypische Erreger handeln. Kulturelle Nachweise kdnnen neben
dem Erregernachweis auch quantitative Aussagen zur Erregerkonzentration geben, wobei
eine sichere Aussage zur Spezifitat und Sensivitat von intraoperativ bzw. durch Punktion
gewonnenen Abstrichen nach wie vor schwierig ist [78, S. 160]. Dennoch gibt es Studien, in
denen nach kultureller Diagnostik, ohne vorherigen Antibiotikaeinsatz, eine Sensivitat bis
85% und eine Spezifitdt von uber 90% aus Gelenkpunktaten bei periprothetischen
Infektionen angeben wird [26, S. 1417]. Interessanterweise ist die Entnahme von Material
mittels Abstrichtupfer obsolet, da die gewonnene Materialzahl und Erregermenge zu gering
sein kann und, bei entsprechender Sensibilitdt, die Erreger bereits wahrend des Transports
absterben kénnen [26, S. 1416]. Nach Erregernachweis sollte eine stadiengerechte Therapie
erfolgen. Dies kann eine Implantatbelassung mit systemischer Antibiotikatherapie, eine
endglltige Implantatentfernung, oder einen ein- oder zweizeitigen Wechsel zur Folge haben.
In schwierigen Fallen kdnnen auch eine Arthrodese oder eine Amputation notwendig werden.
Bei Infektionen, die langer als 4 Wochen bestehen, sollte keine implantaterhaltende Therapie

angestrebt werden.
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Abbildung 3.3: Rontgenkontrolle 6 Monate postoperativ nach primarer
zementfreier Hift-TEP-Implantation rechts. In der
Beckeniibersicht zeigen sich rechtsseitig deutliche Lysesaume im
Bereich der Pfanne sowie des Stiels. Bei Explantation konnte aus
der intraoperativ. gewonnenen mikrobiologischen Kultur

Staphylococcus epidermidis als Keim isoliert werden.

Je nach Erreger sollte eine individuell angepasste antibiotische Therapie erfolgen, wobei
verschiedene Ansatze zur antimikrobiellen Langzeittherapie bzw. Suppressionstherapie mit
kurativem Ansatz vorgestellt wurden. In diesen Ansatzen spielt Rifampicin eine groRe Rolle.
Dies liegt aller Wahrscheinlichkeit an seiner besonderen Aktivitat gegen sessile, langsam
wachsende oder nicht proliferierenden Erregern. Hierbei muss Rifampicin mit einem
Chinolon Uber eine gesamte Therapiedauer von ca. 3-6 Monaten kombiniert werden [26, S.
1420, 121, S. 105].

Hautig werden mittlerweile auch lokale antibiotikahaltige Trager wie beispielsweise
Kollagenschwdmme oder Knochenzement eingesetzt. Gerade in der Orthopadie und
Traumatologie werden daflr bevorzugt Aminoglykoside und Glykopeptide verwendet [76, S.
53], da sie ein breites Wirkspektrum gegeniber den typischen Erregern von Implantat-
assoziierten Infektionen zeigen.

Trotz hoch dosierter antibiotischer Therapie ist es in einer Vielzahl der Falle nicht moglich

das urspriingliche Implantat in situ zu belassen und man ist so zur Durchflihrung einer ein-
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oder zweizeitigen Wechseloperation gezwungen. Diese verschlechtert das zu erwartende
postoperative Outcome des Patienten deutlich hinsichtlich der Standzeit der Endoprothese
und allgemeiner Lebensqualitat. Die hier aufgefiihrten Probleme bei Implantat-assoziierten
Infektionen sowie das standig steigende Auftreten Methicilin-resistenter Stamme von S.
aureus und S. epidermidis (MRSA und MRSE), die zunehmend zu Problemen im klinischen
Alltag flhren, zeigen die Notwendigkeit zur Entwicklung von alternativen
Behandlungsstrategien. Pravention und Therapie sollten also dort wirken wo die Erreger

angreifen - ndmlich direkt am Implantat (Abb. 3.4).

Antibiotische Strategie

@ Lcbende Bakterien

ERTS E(S03
////////////// o AT / / 2

Abbildung 3.4: links: Der aus Polysacchariden bestehende Biofilm wirkt als
Barriere fir Antibiotika. Rechts: Die Impregnation von
Biomaterialien mit Antibiotika kann das Auftreten und die
Behandlung von Implantat-assoziierten Infektionen vermeiden, da
eine hohe lokale Antibiotikakonzentration am Ort der bakteriellen
Besiedelung erreicht wird.
(nach: Gustilo et al. [39])

17



3.2 Antibakterielle Eigenschaften von Metallionen

Bereits vor mehr als 2000 Jahren haben viele Volker die antibakterielle Wirkung von
Metallionen, insbesondere Silber- und Kupferionen, erkannt. Die Romer beispielsweise
benutzten Silbernitrate als Therapeutikum, Paracelsus schrieb von den Vorteilen von Silber
als heilende Substanz und laut Herodot fihrte der persische Kénig Cyrus das Wasser flr
seine Kampfer in Silberkriigen mit sich und auch das Sanskrit weil von der Fahigkeit des
Silbers, die Qualitat des Wassers zu verbessern [2, S. 146].

Kupfer wiederum wurde bereits von den alten Agyptern (zwischen 2600 und 2200 vor
Christus) zur Behandlung von infizierten Wunden und zur Sterilisation von Wasser
verwendet [22, S. 81]. Auflerdem wurde im alten Indien und Persien Kupfer verwendet, um
Wunden und Hautkrankheiten zu behandeln [22, S. 82]. Kupfer wurde auch als
Therapeutikum in der Antike von den Griechen verwendet. Es fand hierbei als Antiseptikum
Anwendung, und Hippokrates empfahl Kupfer zur Behandlung eines Ulcus cruris bei
Varikosis [22, S.80]. Auf der Insel Kypros (Zypern) gab es so groflte Kupfervorkommen, dass
das lateinische Wort fiir Kupfer (cuprum) davon abgeleitet wurde [22, S. 81]. Dollwet und
Sorenson geben in lhrer Arbeit ,Historic uses of copper compounds in medicine” eine
hervorragende Ubersicht Uber die historischen medizinischen Anwendungen von Kupfer [22,
S. 80]. Auch andere Metalle fanden bereits medizinische Anwendung. Im 18. Jahrhundert
sollen knapp 5000 an Lues erkrankte Patienten Uberlebt haben, die mit einer
Quecksilberarznei "liquor mercurialis Swietenii" behandelt wurden. Gerade diese Arznei wird
nun in einer Hypothese fir den Tod Mozarts verantwortlich gemacht, da Mozart, davon geht
der Autor aus, an Syphilis erkrankte und sich seine Lues selbst therapierte. Dabei habe er
sich dann durch die Anwendung von Quecksilber vergiftet [108, S. 128].

1881 verwendete Carl Credé erstmals eine einprozentige AgNO; Losung [51, S. 307]. Diese
wurde unmittelbar nach der Geburt in das Auge des Neugeborenen einer mit Gonorrhde
infizierten Mutter eingetraufelt, um eine peripartale ,ophtalmia neonatorum® oder
Gonoblenorrhée zu vermeiden. Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts erkannten
aber auch andere Vorvater der modernen Medizin die antibakterielle Wirksamkeit von lonen
wieder. Beispielsweise Wiliam Halstead (1852-1922), einer der Begriinder der modernen
Chirurgie, der die Anwendung von Handschuhen des Chirurgen im Operationssaal einflhrte
[93, S. 1478], propagierte auch die Verwendung von Silberfolien als Wundverband [41, S.
1119]. Solche Folien werden bis in die heutige Zeit vorwiegend auf Verbrennungsstationen
eingesetzt.

Durch die Entdeckung und klinische Einfihrung von Antibiotika geriet die Anwendung von
lonen zur Prophylaxe und Bekampfung von Infektionen aber zunehmend in den Hintergrund.
Heutzutage finden lonen, aufgrund der bekannten antibakteriellen Potenz, hauptséachlich
Applikation in industriellen Anwendungen. Beispielsweise wird Kupfer als bakterizider Zusatz

fur Farben verwendet [17, S. 444]. Auch auf Schiffsrimpfen wird Kupfer eingesetzt, um dort
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den Wasserwiderstand zu reduzieren, indem die Biofilmbildung von Mikroorganismen
verhindert wird [18, S. 637]. In der Landwirtschaft wiederum wird Kupfer als Algaecid [115,
S. 424], Bakterizid [25, S. 1844], Fungizid [25, S. 1844] sowie Insektizid [115, S. 424]
verwendet. Auch in einigen klinischen Anwendungen und Gebrauchsgegenstanden finden
sich derzeit lonen. In Krankenhausern werden beispielsweise Kupfer- und Silberionen in
Wasserpumpen verwendet, um dort eine Legionellenbesiedelung zu vermeiden [88, S. 1507,
103, S. 911].

Ursachlich fur die antimikrobielle Potenz der verschiedenen lonen scheint der
Oligodynamische Effekt (Olig- wenig, klein; gr. oAtyog, Dynamie- Kraft; gr. duvauig) zu sein.
Dieser wurde postum durch von Nageli [113, S. 1] im Jahre 1893 in die Literatur eingefiihrt.
Er beschrieb wie Wasser, das lediglich mit Metallen in BerUhrung gekommen war, eine anti-
mikrobielle Wirkung entfaltet und Mikroorganismen abtétet. Es konnte ein ,gewdhnliches
Absterben“ der Zellen aufgrund der ,spezifischen Wirkung des Giftes in hohen
Konzentrationen und ein ,ungewodhnliches Absterben® der Zellen, wobei diese zunachst noch
ihren Tugor behielten, beobachtet werden. Je mehr die ,giftigen Lésungen® verdinnt wurden
trat diese ,ungewohnte Erscheinung in voller Reinheit auf [113, S. 7]. Unter dem
Oligodynamischen Effekt oder der Oligodynamie als solches versteht man letztendlich die
schadigende Wirkung kleinster Mengen von Metallkationen auf die lebende Zelle [51, S.
1152]. In Siebenreichers ,Oligodynamische Wirkung der Metalle und Metallsalze* (1939) sind
nochmals eine Reihe an Patentschriften beziiglich des oligodynamischen Effekts
zusammengefasst [101, S.243]. Auch dies zeigt nochmals die antibakterielle Bedeutung von
Metallionen vor bzw. in der Frihphase der Entdeckung (1928) von Antibiotika auf.

Es konnte ferner gezeigt werden, dass Metallionen die Fahigkeit besitzen, einige Viren wie
beispielsweise Bakteriophagen [23, S. 567, 89, S. 766], Hepatitisviren [1, S. 2377],
Rotaviren [1, S. 2377], Adenoviren [1, S. 2377], Polio-Viren [1, S. 2377, 95, S. 812], Junin-
Viren [94, S. 4374], Herpes simplex Viren [94, S. 4374, 95, S. 812] und auch HIV-1 [7, S.
1728, 60, S. 5552, 96, S. 333] zu inaktivieren.

Trotz der schon seit langem bekannten antimikrobiellen Potenz verschiedener Metallionen ist
die Ursache fur die antibakterielle Wirkung dieser im letzen Detail noch nicht beschrieben. Im

Gegensatz hierzu ist der Wirkmechanismus von Antibiotika (Abb. 3.5) weitgehend bekannt.
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Abbildung 3.5: Zellulare Wirkorte antibakterieller Pharmaka

(aus Lillmann et al. [67])

Fir die Pharmakotherapie einer bakteriellen Infektion ist die Berlcksichtigung des
erregerspezifischen Stoffwechsels von entscheidender Bedeutung, da im Idealfall zwar der
Erreger abgetdtet bzw. in seiner Proliferation gehemmt, aber die Wirtszelle nicht geschadigt
wird. Ein Pharmakon kann hierbei bakteriostatisch, also die weitere Vermehrung des
Erregers hemmend, oder bakterizid, also die Bakterien abtdtend, wirken. Bakteriostatische
Substanzen stéren beispielsweise die Proteinsynthese und veranlassen die Bildung defekter
Membranproteine oder beintrachtigen den Erhaltungsstoffwechsel, wahrend bakterizide
Pharmaka haufig die Zellwand oder Zellmembran beeinflussen. Eine antibakterielle Wirkung

kann im allgemeinen (ber eine Hemmung der Zellwandsynthese, Schadigung der
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Zellmembran, Interferenz mit dem Tetrahydrofolsdure-Syntheseweg, Interferenz mit der
bakteriellen DNS, Hemmung der RNS-Synthese oder Hemmung der bakteriellen
Proteinsynthese erfolgen [67, S. 392].

Hinsichtlich der lonen und deren antimikrobieller Potenz unterscheidet man generell
essentielle von nicht-essentiellen lonen. Metalle werden gemafly ihren charakteristischen
Eigenschaften verwendet und in Alkalimetalle, Erdalkalimetalle und Ubergangsmetalle
unterteilt [79, S. 27]. Als Metalle gelten u.a. Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium, Zink,
Eisen, Kupfer, Kobalt und Molybdan [79, S. 27]. Der Metallcharakter der einzelnen Elemente
nimmt innerhalb des Periodensystems der Elemente von rechts nach links und von oben
nach unten zu. Die Metalle (elektropositive Elemente) werden wiederum von den
Nichtmetallen (elektronegative Elemente) durch die Halbmetalle getrennt [51, S. 1220]. 24
Elemente des Periodensystems stellen weiterhin lebensnotwendige Elemente dar [79, S.
24]. Die 13 Elemente die in nur sehr geringen Mengen vorkommen werden als
Spurenelemente bezeichnet [79, S. 27]. Hierzu zahlen u.a. die essentiellen Metalle Kupfer,
Kobalt und Zink, aber auch das nicht essentielle Quecksilber [80, S. 625]. Einige Metallionen
sind nicht nur fir den menschlichen, sondern auch fir den bakteriellen Organismus
essentiell. Darunter fallen beispielsweise Kupfer, Eisen, Kalium, Magnesium, Nickel, Zink
u.a. [53, S. 254, 58, S. 61, 75, S. 17]. Bei anderen lonen wie Silber, Aluminium, Cadmium,
Gold, Blei und auch Quecksilber handelt es sich um so genannte nicht-essentielle lonen.
Essentielle lonen sind fur Prozesse, die sich auf zelluldrer Ebene abspielen, notwendig.
Hierbei wirken sie als Katalysator fir biochemische Reaktionen, tragen dazu bei, die
Proteinstrukturen der Zelle zu stabilisieren oder die osmotische Balance aufrecht zu halten
[63, S. 252, 58, S. 61, 75, S. 18, 79, S. 27, 80, S. 625]. Essentielle lonen wie Kupfer und
Nickel sind aber auch an Redox-Reaktionen in der Zelle beteiligt und wieder andere
essentielle lonen wie Magnesium und Zink stabilisieren verschiedene Enzyme und die DNA
Uber elektrostatische Krafte [75, S. 18, 80, S. 625]. Eisen, Magnesium, Nickel und Kobalt
sind als gebundene Teile von Komplexen an einer Reihe von intrazellularen Funktionen
beteiligt [75, S. 18, 80, S. 625]. Natrium und Kalium wiederum sind an einer Vielzahl an
biochemischen Prozessen, wie beispielsweise der Erregungsleitung beteiligt. Ein
wesentliches Charakteristikum aller lebenden Zellen ist deren unterschiedliche Verteilung
zwischen Zellinnerem und ZellauRBerem [79, S. 27].

Die Inaktivierung von Bakterien und Viren durch Metallionen kann generell entweder durch
chemische Reaktionen auRerhalb oder innerhalb der Zelle, durch direkte oder indirekte
Reaktion erfolgen [106, S. 302]. Die intrazellulare Akkumulation von Metallionen bedarf dann
einer initial raschen, aber reversiblen Bindung der lonen an die Zelloberflaiche und in der
Folge einem Transport Uber die Zellmembran in das Innere der Zelle [53, S. 257]. Hierbei
kann ein gegenlaufiger Transport (Efflux) eine wesentliche Rolle bei der Detoxifikation
spielen [53, S. 257]. Die toxische Wirkung von nicht-essentiellen lonen wird unter anderem

21



Uber die Verdrangung von essentiellen lonen aus deren natirlichen Bindungsstellen tber
Ligandeninteraktionen erklart. Hierbei binden nicht essentielle lonen mit einer gréfReren
Affinitat an Gruppen, die Thiol- oder Sauerstoffbindungsstellen enthalten als die essentiellen
lonen [8, S. 2167, 13, S. 198, 81, S. 3]. Die Toxizitat resultiert in der Alteration der Struktur
von Nukleinsauren [13, S. 198] und Proteinen [13, S. 198, 60, S. 5552, 62, S. 72] und in der
Interferenz der oxidativen Phosphorylierung sowie der osmotischen Balance der Zelle [37, S.
16] (Abb. 3.6). Silberionen insbesondere binden hierbei wohl an Elektrodonatoren und gehen
mit selbigen irreversible Bindungen ein. Fur Silber geht man davon aus, dass es uber eine
Blockade von essentiellen SH- und NH,- Gruppen seine bakterizide Wirkung entfaltet. An
Elektrodonatoren stehen die im bakteriellen Organismus vorhandenen Sauerstoff-, Stickstoff-
und Schwefelverbindungen zur Verfigung, die in biogenen Aminen vorhanden sind. Diese
kommen hier wiederum als Imidazol-, Amino-, Thio-, Carboxylat und Phosphatgruppen vor.
Wie oben bereits erwahnt, fihrt dies dann in letzter Instanz zu dem Verlust der biologisch
wichtigen Funktionen der ubiquitdr vorkommenden Proteine und Enzyme [2, S. 146] (Abb.
3.6).

Kupfer wiederum liegt typischerweise extrazellular als Cu (II) und intrazellular als Cu (I) vor
[106, S. 305]. Eine Fahigkeit des Kupfers ist es, als Saure oder Base,
Verdrangungsreaktionen zu beschleunigen [106, S. 305]. Das Proton bereitet hierbei einen
Reaktionsweg geringen Energieaufwandes um Elektronen zu entziehen und Bindungen zu
brechen [106, S. 305]. Weiterhin fihrt eine hohe Kupferkonzentration zu einem Verlust der
Permeabilitadtsbarriere der Plasmamembran und dadurch zu einer Leckage von zellularen
Bestandteilen, wie beispielsweise Kaliumionen oder Aminosauren [8, S. 2167] (Abb. 3.7).
Metallionen (Kupferionen) kénnen auch eine Hydrolyse oder nukleophile Verdrangung
entweder direkt durch Polarisation des Substrates oder indirekt durch die Generierung eines
koordinierten reaktiven Nukleophils vereinfachen [106, S. 305]. Wenn hierdurch die
Proteinstrukturen der Zelle verandert werden, kénnen normale Funktionen nicht mehr
ausgefuhrt werden. Dies fiihrt wiederum zum Zelltod oder der Inaktivierung des Virus [106,
S. 305]. Kupfer kann so beispielsweise die Atmungsenzyme in der Zellwand von E. coli
angreifen [106, S. 305]. Weiterhin kann Kupfer seine antiinfektiose Wirkung ber die Bildung
von Chelat-Komplexen entfalten. Divalente Kationen, wie Cu®*, kénnen einen Chelat-
Komplex mit Phosphatgruppen bilden. Diese brechen wiederum Wasserstoffbindungen in
geflochtenen Strukturen, was zur Offnung der Doppelhelix (DNS) fiihrt [106, S. 305]. Auch
besitzt Kupfer eine spezifische Affinitat fur DNS und kann somit direkt an die Doppelhelix
gebunden werden was ebenfalls zu einer Zerstérung der Tertiarstruktur und einer
Quervernetzung fuhrt [8, S. 2168] (Abb. 3.7). Auch Platin kann eine antimikrobielle Wirkung
entfalten. Die effektivste und am besten untersuchte Platinverbindung ist hierbei Cis-

Dichloro-Diamin-Platin  (Cisplatin) [53, S. 293]. Cisplatin entfaltet sowohl seine
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antineoplastische Wirkung [67, S. 455] als auch seine antimikrobielle Wirkung [53, S. 293]
Uber die Interferenz mit dem DNS-Stoffwechsel.

Fir Metallionen und Chelate gilt jedoch weiterhin, dass ,alle Dinge Gift sind und nichts ist
ohne Gift. Allein die Dosis macht, dass ein Ding kein Gift ist‘ (Paracelsus). Die meisten
Metallionen kénnen also in ausreichender Konzentration toxisch auf Mikroorganismen
wirken. Es kann sich hierbei um nicht-essentielle, aber auch in entsprechend hoheren

Dosierungen um essentielle lonen handeln [53, S. 301].
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Abbildung 3.6: Verschiedene Angriffspunkte von lonen auf die prokaryotische
Zelle (Bakterium) (Nach Ahrens et al. [2]).
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3.3 Antiinfektiose Oberflachen

Aufgrund der unter 3.1 beschriebenen Problematik der Implantatinfektion ist die
Modifizierung und Optimierung von Oberflachenbeschichtungen hinsichtlich  der
Biokompatibilitit und begleitender Antiinfektidsitdt Gegenstand der medizinischen
Forschung. Diese Anstrengungen waren und sind jedoch nicht nur auf die Orthopadie und
Traumatologie beschrankt, sondern beschaftigen alle medizinischen Fachrichtungen in
denen Biomaterialien Verwendung finden.

1989 beschrieben beispielsweise Rushton et al. [92, S. 223] die Beschichtung der aulieren
Silikonschicht von neurochirurgischen Implantaten mittels Gentamicin-Sulfat und Di-
Ethanolamin-Fusidat. Diese Schicht konnte eine antibakterielle Aktivitat iber mehrere Tage
und eine hoch signifikante Verminderung der Infektionsrate bewirken, welche durch eine
systemische Antibiotikaprophylaxe nicht erreicht werden konnte [92, S. 223].

Als Beschichtungsmaterialien fir orthopadische bzw. traumatologische Implantate bieten
sich u.a. resorbierbare Materialien an, welche mit Antibiotika impragniert werden. Eine
Polylactid-co-glykolsédure-copolymer Schicht wurde von Price et al. [82, S. 281] als Trager fir
Gentamicin verwendet. In in vitro Versuchen wurden damit signifikante Keimreduktionen
durch hohe lokale Antibiotikakonzentrationen beobachtet [82, S. 281]. Auch Poly-D-L-Laktid
(PDLLA), welches ebenfalls als resorbierbare Beschichtung fur medizinische Implantate zur
Verfugung steht, wurde von Gollwitzer et al. [29, S. 585] in vitro untersucht. Fur diese
Schicht konnte eine kontinuierliche Wirkstofffreisetzung Uber einen Zeitraum von mindestens
96 Stunden, sowie eine signifikant reduzierte Adh&sion von Bakterien nachgewiesen werden
[29, S. 585]. In einem zweiten Schritt erfolgte die Testung dieser Schicht in vivo, nach einem
Protokoll zur Induzierung einer Implantat-assoziierten Infektion [66, S. 593]. Hierzu wurde in
vier Gruppen von Sprague-Dawley Ratten Kirschnerdrahte verschiedener Beschichtungen
implantiert und im Anschluss mit je 10° KBE Staphylococcus aureus infiziert. Die Kulturen
der mit PDLLA + 10% Gentamicin beschichteten K-Drahte zeigten hierbei ein signifikant
vermindertes bakterielles Wachstum [65, S. 521]. Aufgrund der viel versprechenden
Ergebnisse im Tierversuch erfolgte mittlerweile auch eine humane Anwendung dieser
PDLLA Schicht. Die Indikation zur Implantation der beschichteten Marknagel stellt sich
hierbei im Besonderen bei drittgradig offenen Frakturen und Reosteosynthesen [86, S. 660]
(Abb. 3.8a,b).

Ebenfalls in einem Tiermodell konnten Nablo et al. [73, S.6984] eine um 82% reduzierte
Implantat-Infektionsrate  finden, indem  Sol-Gel (Ethanol, Wasser, Salzsaure,
Butyltrimethoxysilan, N-(6-Aminohexyl)-Aminopropyltrimethoxysilan) beschichtete Implantate
mit NO beladen und implantiert wurden [73, S. 6984].
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Abbildung 3.8a: Gentamicin beschichteter Marknagel (UTN-Protect, Synthes) mit
Einschlagbiigel (aus Raschke et al. [86])

Abbildung 3.8b: Implantation des UTN-Protect bei liegendem Fixateur externe (aus
Raschke et al. [86])

Generell muss bei den antiinfektiosen Oberflachenmodifikationen zwischen antiadhasiven
und antibakteriellen Oberflachen unterschieden werden. Antibakterielle
Oberflachenmodifikationen zielen hierbei auf eine Reduktion des bakteriellen Wachstums ab,
wahrend antiadhasive Oberflachen die initiale Adharenz der Bakterien verhindern. Sowohl
bei antibakteriellen als auch bei antiadhasiven Oberflachen darf gerade in der Orthopadie
und Traumatologie die notwendige ossare Integration nicht ausser Acht gelassen werden
[30, S. 65].

Alle hier bisher beschriebenen antiinfektiosen Oberflachenbeschichtungen hatten das Ziel,
direkt in den mikrobiellen bzw. bakteriellen Lebenszyklus einzugreifen und bakterizid oder

bakteriostatisch zu wirken. Ein antiadhasiver Ansatz wiederum steckte hinter der
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Beschichtung von medizinischen Implantaten mit querverbundenem Albumin. Durch die
Modifikation der Oberflache konnte im Modellversuch eine verminderte Adharenz von
Bakterien an der Titanoberflache nachgewiesen werden, welche im weiteren zu einer
verminderten Infektionsrate von Endoprothesen oder Implantat-assoziierten-Infektionen
fihren konnte [3, S. 846]. Allerdings beeinflusst eine derartige antiadharente Oberflache
auch das Anwachsen von Knochenzellen, und Daten zur ossaren Integration dieser
modifizierten Oberflachen stehen noch aus.

Im Jahr 2000 erfolgte eine klinische Untersuchung zur Verminderung des Endokarditis
Risikos bei kiinstlichem Klappenersatz (AVERT Artificial Valve Endocarditis Reduction Trial)
in einer Multicenterstudie. Dabei wurden mit Silzone® beschichtete Herzklappen implantiert
[98, S. 131]. Bei der so genannten Silzone® Beschichtung handelt es sich um eine
Silberbeschichtung, welche in vitro Zytokompatibilitit aufwies und gleichzeitig eine
mikrobielle Besiedlung verminderte [54, S. 524]. Die theoretischen Vorteile dieser neuartigen
Beschichtung konnte allerdings im klinischen Einsatz nicht bestatig werden. Es zeigten sich
unerwartete Komplikationen wie eine erhdohte Rate an friihen postoperativen Embolien [56,
S. 1055] und Undichtigkeit [99, S. 789], welche zu einer Rickrufaktion des Implantates
fuhrten. Bei der Thrombogenese spielte die nicht endothelialisierte kinstliche Oberflache
eine wichtige Rolle beziglich der Plattchenaggregation und letztendlich bei der Entstehung
eines Thrombus. Kinstliche Herzklappen sind deshalb darauf ausgelegt rasch in die
anatomischen Strukturen einzuwachsen. Der hemmende Effekt der Silberionen auf die
Fibroblasten kann in diesem Fall zu einer Verzdogerung der zellularen Besiedelung gefiihrt
haben. Dies hat wiederum pradisponierend auf ein thromboembolisches Geschehen gewirkt
[56, S. 1059].

So genannte Pininfektionen sind weiterhin eine &auRerst haufige Komplikation bei der
traumatologischen Frakturbehandlung mittels Fixateur externe, und insbesondere bei
langliegenden Fixateuren im Rahmen der Kallusdistraktion. In der Literatur schwanken die
Angaben zur Infektionsrate zwischen 2 und 30% [71, S. 600]. Fir eine Silberbeschichtung
solcher Pins konnten in einem Modellversuch zunachst viel versprechende Ergebnissen
gewonnen werden. Es fand sich eine in vitro Zytokompatibilitdt ohne Zytotoxizitat fir
Osteoblasten und Fibroblasten und fehlender Genotoxizitat auf humane Lymphozyten. Dies
bezog sich auf Untersuchungen von Silber beschichteten Pins gegenuber herkémmlichen
Stahl-Pins [9, S. 892]. Jedoch blieb der antibakterielle Effekt der Silberbeschichtung in der
klinischen Prifung aus. Trotz einer niedrigeren Rate an positiven mikrobiologischen Kulturen
der beschichteten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe fehlte diesem Unterschied die
statistische Signifikanz [71, S. 602]. Aufgrund fehlender Uberlegenheit hinsichtlich des
klinischen Verhaltens der beschichteten Pins und gleichzeitig signifikant erhohten
Silberkonzentrationen im Serum der Probanden wurde die Studie schlieBlich aus ethischen
Grunden abgebrochen [71, S. 604].
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Ahrens et al. [2, S. 147] nutzen ebenfalls die antimikrobiellen Eigenschaften von Silberionen.
In einem galvanischen Beschichtungsverfahren wurden Silberionen auf
Tumorendoprothesen (Abb. 3.9) aufgebracht. Dabei sind die aufgebrachten Silbermengen
angeblich so gering, dass auch bei vollstandiger Aufldsung der applizierten Schicht keine
systemische Intoxikation zu erwarten ware. Bei Silber handelt es sich um einen Fremdstoff
ohne bisher erkennbare Wertigkeit als Spurenelement fiir den menschlichen Kérper [63, S.
237]. Obwohl Silber tiber den Urin und Faeces ausgeschieden wird [63, S. 237], kann es v.a.
bei der Verwendung silberhaltiger Medikamente zur sog. Argyrie kommen [51, S. 109]. Bei
der Argyrie (gr. apyvpoc Silber) handelt es sich um Ablagerungen von Silbersalzen in Haut,
Schleimhaut und verschiedenen inneren Organen [63, S. 237], welche zu schiefergrauen
Verfarbungen fihren [51, S. 109]. Derzeit befindet sich die Schicht in der klinischen Prifung.
Hierbei konnte in einer Phase Il Studie eine langjahrige Freisetzung von Silberionen bisher
wohl ohne relevante Nebenwirkungen beobachtet werden [2, S. 150]. Langzeitergebnisse
stehen jedoch noch aus. Auch ist fraglich, welche antibakterielle Effektivitat die Beschichtung
erzielen kann, da die im Knochen verankerten Prothesenteile unbeschichtet bleiben, um die

kndcherne Integration nicht zu gefahrden.

Abbildung 2.11: Tumormegaendoprothese MUTARS® silberbeschichtet (aus
Ahrens et al. [2])

Die Entwicklung einer Polyurethan-Matrix zielte ebenfalls auf eine Minimierung der

Biofilmbildung und daraus folgend auf eine Reduzierung von Implantat-assoziierten
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Infektionen ab [49, S. 161]. Die Matrix sollte kontrolliert Ciprofloxacin als antibiotisches
Agens freisetzen. Es wurde in vitro eine deutlich reduzierte Anzahl an adhéarenten,
proliferierenden Keimen gefunden [49, S. 160]. Auch bei Versuchen mit einer kovalenten
Beschichtung von 3-(Trimethoxysilyl)-Propyldimethyloctadecylammonium konnten in vitro als
auch in vivo antibakterielle Eigenschaften nachgewiesen werden [31, S. 1417], klinische
Ergebnisse stehen auch hier noch aus.

Trotz einer Vielzahl von viel versprechenden Ansatzen einer optimierten
Oberflachenbeschaffenheit fir medizinische Implantate hinsichtlich der Biokompatibilitat und
gleichzeitiger Antiinfektidsitdt gab es bislang keinen entscheidenden Durchbruch in der
Beschichtungstechnologie. Meist zeigten neue Ansatze positive in vitro Ergebnisse, wahrend
klinische Anwendungsbeobachtungen entweder nach kurzer Zeit abgebrochen wurden bzw.
noch ausstehen.

Hydroxylapatit andererseits, kann als Beschichtung auf Endoprothesen die kndcherne
Integration verbessern und wird klinisch bereits auf zementfreien Huftendoprothesen als
Beschichtung verwendet [12, S. 924]. Bezuglich der antibakteriellen Wirkung hat dies jedoch
einen negativen Effekt. Im Vergleich zwischen mit Hydroxylapatitbeschichteten Implantaten
und reinen TiAlgV,4 Implantaten konnte in vitro ein bevorzugtes Wachstum von Bakterien auf
den Hydroxylapatitbeschichteten Implantaten nachgewiesen werden [109, S. 490]. Dennoch
beinflul3t auch die ossare Integration die Infektresistenz. Fest integrierte Implantate erweisen
sich hierbei als signifikant infektionsresistenter. Die Primarantwort des Immunsystems gegen
das eingebrachte Implantat hat einen groRen EinfluR auf die Sekundarantwort gegeniber
Infektionserregern. Die durch den Fremdkdrper induzierte chronische Entziindungsreaktion
verursacht eine Erschopfung des Immunsystems und resultiert in einer insuffizienten
Sekundarantwort gegenuber Bakterien [30, S. 64]. In vivo, konnte dann wiederum gezeigt
werden das biokompatible Implantate neben einer verbesserten knéchernen Integration auch
zu einer Reduktion der Infektrate fihren kénnen [30, S. 64]. Kombinationen von
Hydroxlapatit mit Antibiotika oder antibakteriellen lonen befinden sich jedoch noch in der

praklinischen Entwicklung.
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3.4 Eine neuartige Sol-Gel-abgeleitete biokompatible Titanoxidbeschichtung fiir
medizinische Implantate

Im Jahre 1998 wurde das Friedrich-Baur-Forschungsinstitut (FBI) gegriindet und beschaftigt
sich seitdem mit der Erforschung und Entwicklung von Biomaterialien. Hauptsachlich werden
dort keramische Materialien sowie Werkverbundstoffe Uber den Bereich der gesamten
Prozesskette entwickelt. Hierbei stehen die Verbesserung von mechanischen,
physikalischen und chemischen Eigenschaften sowie der Biovertraglichkeit im Vordergrund
[120]. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Oberflachenbeschichtung wurde durch das
FBI hergestellt.

Aufgrund vorteilhafter physikalischer, chemischer und bruchmechanischer Eigenschaften
werden Titan und Titanlegierungen seit Jahren mit immer weiter zunehmendem Erfolg als
Werkstoffe fur Implantate eingesetzt. Einer der Hauptvorteile von Titanlegierungen (TiAlgV4)
gegenuber Kobalt-Chrom-Molybdan (CoCrMb) als Implantatwerkstoff fir zementfreie
Endoprothesen ist ein niedrigeres Elastizitdtsmodul. Dies fuhrt in der Huftendoprothetik zu
einem reduzierten ,stress-shielding” und in der Folge zu einem besseren Remodeling des
Femurs [44, S. 85].

Obwohl alle Bestandteile von modernen Metalllegierungen die in der Medizin Verwendung
finden in hohen Konzentrationen toxisch wirken, gibt es keine experimentellen oder
epidemiologische Daten, dass Bestandteile von TiAlgV4 in den typischen Konzentrationen,
welche nach Prothesenimplantation nachgewiesen werden, unter aseptischen Bedingungen
zu einer relevanten toxischen Reaktion fihren. Dies gilt sogar fir die erhdhten
Konzentrationen bei Abrieb oder aseptischer Lockerung. Des Weiteren wurde fur TiAlgV,
keine Karzinogenitat beschrieben [44, S. 88]. Eine diunne ubiquitér vorhandene Titandioxid-
Schicht von einigen Nanometern ist maRgeblich dafur verantwortlich, dass Titanimplantate
nur in den seltensten Fallen vom Korper als unvertraglicher Fremdkdrper erkannt werden
und im Anschluss eine AbstoBungsreaktion erfolgt. Die Beschaffenheit der
Implantatoberflachen ist also fur die Interaktion zwischen Knochen und Implantat von
mafRgeblicher Bedeutung. Gerade fir TiAltVs konnte also ein verbessertes
Einwachsverhalten von Osteoblasten beobachtet werden [102, S. 258].

Das Ziel der Entwicklung einer keramischen Sol-Gel-abgeleiteten Oberflachenbeschichtung
auf Titanoxidbasis durch das Friedrich-Baur-Institut lag darin, die Biokompatibilitat von Titan,
durch Aufbringen einer Titanoxid-Schicht von wenigen Nanometern zu verbessern, eine
mechanisch beanspruchbare Oberflachenbeschichtung herzustellen und gleichzeitig die
Méglichkeit zu eréffnen, antibakteriell wirksame lonen auf molekularer Basis zu integrieren.
Nach dem Stand der Technik erfolgt derzeit die keramische Beschichtung von Implantaten
Uberwiegend durch physikalische Methoden wie Plasmaspritzen, Sputtern und ,physical
vapor deposition“ (PVD), oder durch chemische Bedampfungsmethoden (,chemical vapor
deposition® (CVD)). Meist ist die dadurch erhaltene Schicht durch eine schlecht

kontrollierbare Phasenzusammensetzung sowie eine nicht ausreichende Haftung
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gekennzeichnet [45, S. 19]. Weiterhin ist es mit den genannten Beschichtungsmethoden
schwierig, strukturierte Oberflachen, auch auf den inneren Porenwanden homogen und mit
konstanter Schichtdicke zu applizieren [45, S. 19]. Im Gegensatz zu diesen Methoden wurde
zur Herstellung der untersuchten Titanoxidbeschichtung die Sol-Gel-Synthese, ebenfalls ein
chemisches Beschichtungsverfahren, verwendet. Die Vorteile dieses Verfahrens beinhalten
eine einfachere Prozessfilhrung durch Tauchbeschichtung aus dinnflissigen Nano-
Suspensionen (Solen), eine daraus resultierende Schicht mit einer guten Haftfestigkeit auf
verschiedenen Materialien und relativ niedrige Temperaturen (300 bis 600 °C), welche zur
Keramisierung notwendig sind.

Zur Auftragung der untersuchten TiO,-Beschichtung auf metallische Implantate werden
zunachst metallorganische Sole unter Argonatmosphare hergestellt. Hierzu werden
verschiedene Titanalkaloide fur die Synthese von Gelen in organischen Ldsungsmitteln
geldost. Durch Hinzugeben von definierten Mengen Salpetersdure wird der volumindse
Titanoxid-Niederschlag, der gebildet wird, zu Solpartikeln im nm-Bereich gelést. Durch
Eintauchen in die Sole und anschlielendes, ruckfreies Herausziehen der Substrate mit
gleich bleibender Geschwindigkeit aus einer speziell angefertigten
Tauchbeschichtungsanlage, wird die Titanoxid-Schicht generiert. In Abhangigkeit von
Ziehgeschwindigkeit sowie Viskositat der Precursorlésung (flissiges Ausgangsmaterial)
kann dadurch die Dicke der sich bildenden Schicht gesteuert werden. AnschlieRend erfolgt
die Trocknung oder wahlweise eine Warmebehandlung von 100 - 1000 °C, welche zur
nachfolgenden Stabilisierung bzw. zur Verdichtung der Beschichtung dient [48, S. 5]. Durch
mehrfaches Tauchen in der Lésung kénnen Schichtverbiinde aufgetragen werden. In in vitro
Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, dass sich die Sol-Gel-abgeleitete
TiO,-Schicht nicht zytotoxisch verhalt [46, S. 87]. Des Weiteren wurden durch physikalische
Untersuchungsmethoden wie Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM) und Konfokale-Laser-
Mikroskopie eine rissfreie und rdumlich-dreidimensionale Applikation der Schicht
nachgewiesen. Die einfache Schichtdicke liegt zwischen 100 und 300 nm [46, S. 89]. Im
Vergleich hierzu liegt die Dicke der oberflachlichen Titan-Schicht herkdmmlicher Titan-
Implantate bei ca. 4,5 nm [77, S. 32]. Diese oberflachliche Titan-Schicht besteht dann
ebenfalls zu einem Grossteil aus Titanoxid, wobei aber auch TiO- und Ti,O3-Schichten
auftreten [77, S. 32]. Die beschriebene Titandioxidbeschichtung kann sowohl als dichte
Schicht, als auch als porése Oberflachenschicht hergestellt werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden lediglich die dichten Oberflachenbeschichtungen untersucht.

Als Substrat zum Einbringen von lonen in die Schicht kénnen Metallverbindungen, bevorzugt
als l6sliche Salze, metallorganische Verbindungen oder Komplexe in definierter Menge, in
die dinnflissige Suspension bzw. das Sol integriert werden. Analog dem oben
beschriebenen Verfahren kdénnen dann Schichten des metallionenhaltigen Sol-Gels auf

Substrate bzw. Implantate in gewinschter Dicke aufgebracht werden [48, S. 5]. In
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Abhangigkeit der Schichtdicke und der lonenkonzentration in der Losung lasst sich wiederum
die Konzentration des aufgebrachten lons in der Beschichtung steuern. Durch die
beschriebenen antibakteriellen Eigenschaften von lonen und einer potentiellen
Freisetzungskinetik aus der TiO,-Schicht sollte eine ein neuartige antiinfektiose
Oberflachenschicht fiir medizinische Implantate etabliert werden.
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3.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung
Die Komplikationen, die durch Implantat-assoziierte Infektionen resultieren kénnen, wurden
bereits eingehend erlautert. Durch eine Modifizierung der eingesetzten Grundmaterialien
mittels optimierter Oberflachen ist es denkbar, das Infektionsrisiko bei orthopadischen und
traumatologischen Eingriffen deutlich zu reduzieren und dennoch eine gute kndécherne
Integration bei erhaltener Biokompatibilitat zu gewahrleisten.
Da in zunehmenden Male bakterielle Resistenzen gegen Antibiotika beobachtet werden und
zum Zeitpunkt der Operation — ob Primarimplantation, Wechsel-OP oder Frakturversorgung
— Erregernachweise mit Resistogramm meist bzw. nie vorliegen, stellt die Verwendung von
lonen als breit wirksames antibakterielles Agens eine mdgliche Alternative dar.
Ziele der vorliegenden Arbeit waren:
- Verschiedene metallische lonen hinsichtlich ihrer antiinfektiosen Potenz sowie ihrer
Zytotoxizitat zu testen,
- und unbeschichtete TiAlsV4-Probekoérper, Probekérper aus TiAlgV, mit einer reinen
Titanoxid (TiOz)-Beschichtung sowie Probekérper aus TiAlgV4 mit unterschiedlichen
kupferhaltigen Titanoxid (TiO,)-Beschichtungen hinsichtlich ihrer antibakteriellen

Potenz zu untersuchen.
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4. Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Lésungen

4.1.1.1 Nahrlésungen

. Trypticase Soya Bouillon (TSB)

Als TSB Nahrlésung zur Anzucht der Keime wurde Bacto™ Soybean-Casein Digest Medium,
USP (Becton Dickenson, Heidelberg) verwendet

. RPMI 1640 + 10% FBS

Als Nahrlésung zur Durchfiihrung bakterieller Tests diente Gibco™ RPMI 1640 versetzt mit
10% Gibco™ Fetalem Bovinen Serum (FBS, Invitrogen, New York, USA).

. o-MEM + 20% FBS

Als Nahrlésung zur Durchfihrung weiterer bakterieller Tests diente alpha minimal essential
medium (a-MEM, Life Technologies, Paisley, UK) versetzt mit 20% Gibco™ FBS (Invitrogen,
New York, USA).

4.1.1.2 Waschléosungen
. Dulbeccos PBS

Als Waschlésung wurde Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco™ (Vitrogen
Corporation, New York, USA) verwendet.

. Waschpuffer (Phosphatpuffer)

Als Waschpuffer wurde ein Phosphatpuffer eigens aus 5 mM Na,HPO,, 5mM NaH,PO, in
1000 ml 0,85% NaCl Lésung hergestellt.

. Wassrige Trypsin Losung

Es wurde 0,25% Trypsin supplementiert mit 0,5 mM EDTA (Sigma, Miinchen, Deutschland)
verwendet.

. Natrium Lauryl Sulfat

Es wurde 2,5% SDS (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

4.1.1.3 REM Fixierlosung

. Fixierlésung

Die Fixierldsung bestand aus 1,5% Glutaraldehyd (Sigma, Deutschland) und 2%
Paraformaldehyd (Sigma, Deutschland). Die hergestellte Losung wurde durch Zugabe von
0.1 M Natriumcacodylat (Sigma, Deutschland) gepuffert. Der Anteil an Glutaraldehyd wurde

auf bis zu 3% angehoben.
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4.1.1.4 Neutralisationslésung

J Neutralisationslosung

Als Neutralisationslésung wurde eine selbst angefertigte Lésung nach Tilton und Rosenberg
[107, S. 1116], bestehend aus 1,46 g Natrium-Thiosulfat und 1,0 g Natrium-Thioglykolat,

aufgeldst in 1000 ml destilliertem Wasser, verwendet.

4.1.1.5 Metallionen

. Aluminium

Es wurde Aluminiumchlorid-Hexahydrat in Pulverform (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet.

. Kobalt

Es wurde Kobalt(ll)-acetat Tetrahydrat in Pulverform (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet.

. Kupfer

Es wurde Kupfer(ll)-chlorid-Dihydrat in Pulverform (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet.

. Silber

Es wurde Silbernitrat in Pulverform (Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

. Quecksilber

Es wurde Quecksilber(l)-chlorid in Pulverform (Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet.

. Zink

Es wurde Zinkchlorid in Pulverform der Firma Merck, Darmstadt, Deutschland verwendet.

4.1.2 Biologische Materialien

4.1.2.1 Bakterien

Staphylococcus aureus ATCC 25923 wurde freundlicherweise vom Institut fur Klinikhygiene
der Technischen Universitat Minchen zur Verfigung gestellt. Zusatzlich wurde der
Referenzkeim S. epidermidis ATCC 35984 fur die mikrobiologischen Versuche eingesetzt.
Ein methicillinresistenter Stamm (MRSA 27065) der Spezies Staphylococcus aureus wurde
im Rahmen der Entfernung einer infizierten Endoprothese isoliert und von der

Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Murnau zur Verfigung gestellt.

4.1.3 Biomaterialien

4.1.3.1 Metallplattchen

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Eigenschaften von beschichteten Plattchen wurden
Plattchen aus TiAlgV4 mit einem Durchmesser von 14,5 mm und einer Hohe von 0,9 mm am
Friedrich Baur Institut Bayreuth mit verschieden modifizierten Sol-Gel abgeleiteten

Beschichtungen aus Titan(IV)oxid versehen. Es lagen unbeschichtete Plattchen, lediglich mit
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TiO, beschichtete Plattchen, einfach mit einer kupferhaltigen TiO,-Oberflache beschichtete
Proben, sowie durch Wiederholung der Tauchbeschichtung zwei-, drei- und vierfach mit

einer kupferhaltigen TiO,-Oberflache beschichtete Plattchen vor.

4.1.4 Gerate
Prazisionswaage, Zentrifuge, @ MacFarland Densimat, Sicherheitswerkbank  und
Ultraschallgerat wurden freundlicherweise durch das Institut fur Klinikhygiene der

Technischen Universitat Minchen zur Verfugung gestellit.

Prazisionswaage
MCI Research RC 210P™ der Firma Sartorius AG, Géttingen, Deutschland.

Zentrifuge
Megafuge 1.0R™ der Firma Heraeus mit Rotor Nr. 2252 der Firma Sorvall.

190 x G entsprechend 1000 U/min. 1.700 x G entsprechend 3000 U/min.

MacFarland Densimat

Densimat™ der Firma bioMérieux, Nartingen, Deutschland.

Sicherheitswerkbank
LabGard™ NU 425-400 der Firma NuAire, Plymouth, U.S.A.

Ultraschallgerat

Sonorex™ RK 255 H der Firma Bandelin, Berlin, Deutschland.

4.2 Methoden

Die im Folgenden beschriecbenen Tests zur antibakteriellen Wirksamkeit als auch
Zytotoxizitat wurden unter exakt aquivalenten Versuchsbedingungen an Bakterien und
Gewebezellen untersucht, um eine mdoglichst gute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.
Versuche zur Zytokompatibilitdt der verschiedenen Oberflache erfolgten durch das Friedrich
Baur-Institut Bayreuth. Hierbei wurde als Nahrldsung RPMI 1640+10% FBS zur
Untersuchung von Fibroblasten und alpha minimal essential medium (a-MEM)+20% FBS zur
Untersuchung von osteablastenahnlichen MC3T3-Zellen verwendet. Die entsprechenden

Nahrmedien wurden auch fir die Bakterientests eingesetzt.
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4.2.1 Antibakterielle Potenz der verschiedenen Metallionen

4.2.1.1 Herstellung der Metallionenlésungen

Zur Untersuchung hinsichtlich der antibakteriellen Potenz der verschiedenen Metallionen
mussten zunachst die in Pulverform vorliegenden lonen in Lésung gebracht werden. Von
jedem lonensalz wurde eine Lésung mit einer lonenkonzentration von 20 mmol/l hergestellt.
Da die Metallionen nicht in reiner Form, sondern in Metallkomplexen vorlagen, musste zur
Berechnung der Gesamtmasse auch die molare Masse der jeweiligen Komplexpartner
eingehen, und auch das im Pulver enthaltene ,freie Wasser* musste bei der Berechnung
berlcksichtigt werden (Tab.3.1).

Die errechnete Masse des Metallkomplexes wurde unter sterilen Bedingungen mittels
Prazisionswaage abgewogen. Im Anschluss erfolgte die Autoklavierung mit destilliertem
Wasser. Die bendtigten Metallionenldsungen wurden jeweils frisch am Tag vor Durchflihrung

des jeweiligen Experiments angefertigt.

Herstellung der Metallionenlésungen

Metallkomplex Molare Masse der Massenkonzentration Stoffmengenkonzentration
Komplexpartner (g/mol) | Metallkomplex ohne Metallkomplex (mmol/l)
freies Wasser (mg/ml)
Aluminiumchlorid- Al 26.981539 4.828644 20
Hexahydrat Cl 35.4527
AICl3 x 6H20 H 1.00794
O 15.9994
Kobalt(Il)-acetat Co 58.9332 4.981656 20
Tetrahydrat C 12.011
CoC4HeO4 x 4 H2O H 1.00794
O 15.9994
Kupfer(Il)-chlorid- Cu 63.546 3.4096 20
Dihydrat Cl 35.4527
CuCl2x 2 H20 H 1.00794
O 15.9994
Silbernitrat Ag 107.8682 3.397 20
AgNO; N 14.00674
O 15.9994
Quecksilber(l)-chlorid Hg 200.59 4.72086 20
Hg2Clo Cl 35.4527
Zinkchlorid Cl 35.4527 2.72592 20
ClaZn Zn 65.39
Tabelle 4.1: Eingesetzte Metallsalze und Massenkonzentrationen zur

Herstellung einer Metallionenlésung mit einer Konzentration von
20 mmol/l

4.2.1.2 Antibakterielle Potenz einzelner Metallionen

Zur Durchfuhrung der Tests hinsichtlich der antibakteriellen Potenz der Metallionen wurde
als Referenzkeim Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 verwendet. Ein Isolat des Keims
lag bei -70°C vor.

Aus dem lIsolat wurde in einer Ubernachtkultur auf Blutagarplatten bei 37° im Brutschrank
eine Kultur des Keims angereichert. Am folgenden Tag erfolgte die Anzucht von einer KBE

auf ca. 5 ml TSB, ebenfalls in einer Ubernachtkultur bei 37° im Brutschrank. Hierdurch wurde
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sichergestellt, dass sich die Keime in der endlogarithmischen Wachstumsphase befanden
und ein homogenes Verhalten aufwiesen.

Nach zwei Waschgangen in Dulbeccos PBS und Zentrifugation erfolgte die Einstellung einer
Bakterienkonzentration in NaCl korrespondierend zu MacFarland 0.5 (McF). Ein McF-Wert
von 0,5 entspricht einer Ausgangskonzentration von 5x10” KBE/ml. Uber weitere
Verdiinnung wurde zunachst eine Suspension in NaCl von 10’ KBE/ml eingestellt. Damit
wurde schliefllich die Nahrlésung RPMI 1640+10% FBS Uber eine weitere Verdlinnung
(1/100) mit Bakterien versetzt, so dass die endgiiltige Konzentration von 10° KBE/ml in der
infizierter Nahrlésung erreicht wurde.

Je 1ml der infizierten Nahrldsung wurde dann in die Vertiefung eines Wells einer
Zellkulturplatte (24-Well-Platte) auspippetiert. Im Anschluss wurden die Metalllésungen mit
einer Menge von 110 pl zugegeben. Bei unverdinnter Zugabe entsprach dies einer
Konzentration von circa 2 mmol/l (genau 1,981982 mmol/l). Die Konzentration der KBE in der
infizierten, und nun mit Metallionenlésung versetzen Nahrldsung betrug somit 10%1,11
KBE/ml. Bereits zu Versuchsbeginn wurde eine Verdinnungsreihe der verwendeten
lonenldsungen hergestellt um eine Wachstumshemmkurve des spezifischen Metallions zu
Ermitteln. Dies geschah abermals unter Zugabe von destilliertem Wasser unter sterilen
Bedingungen. Je 110 pl der jeweilig verdinnten Metallionenlésung wurden dann je 1 ml der
kontaminierten Nahrlésung zugesetzt. Alle wahrend der Versuche verwendeten Metallionen
Konzentrationen in der kontaminierten Nahrlésung sind im Anhang (Tab. 10.1) aufgefihrt.
Eine Kontrolle erfolgte durch die Zugabe von 110 pl destilliertem Wasser zu 1 ml der
kontaminierten Nahrlésung. AnschlieRend erfolgte die Inkubation im Brutschrank uber 24
Stunden bei 37°C der infizierten, mit lonen bzw. destilliertem Wasser versetzten Nahrlésung
in der jeweiligen Zellkulturplatte.

Exakt 24 Stunden spater wurden die Zellkulturplatten aus dem Brutschrank enthommen und
durch Zugabe von je 200 pl Neutralisationslosung zu je 200 pl der verschiedenen
Nahrldsungen eine weitere reminiszente antibakterielle Wirkung der lonen abgestoppt. Um
eine weitere Proliferation der Keime zu vermeiden, wurden die jeweils nicht bearbeiteten
Proben gekihlt. Im weiteren Verlauf wurden die Nahrlésungen jeweils 1/10 verdiinnt, um die
spatere Auszahlung zu ermdglichen, und es wurden je 100 pl der Verdinnungsreihen auf
handelsublichen Miiller-Hinton Agar Platten ausgeimpft. Die beimpften Kulturplatten wurden
anschlieRend Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden
die KBE je Probe und Verdiinnungsstufe ausgezahlt. Die weitere Auswertung erfolgte durch

Kalkulation der arithmetischen Mittel sowie der Standardabweichungen.

4.2.2 Antibakterielle Potenz verschiedener Kombinationen von Metallionen
Zur Durchfuhrung der mikrobiologischen Untersuchungen hinsichtlich der antibakteriellen
Potenz verschiedener Kombinationen von Metallionen wurde ebenfalls Staphylococcus

epidermidis ATCC 35984 verwendet. Die Praparation der infizierten Nahrldsung erfolgte
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analog der vorher beschriebenen Versuche, so dass ebenfalls eine Ausgangskonzentration
von 10° KBE/ml infizierter Nahrldsung vorlag. Auch die Herstellung der einzelnen
Metallionenlésungen blieb unverandert. Als zu untersuchende lonenkonzentration wurden
naherungsweise 0,02 mmol/l (0,01981982 mmol/l) gewahlt. Die untersuchten lonen-
Kombinationen waren Silber und Kupfer, Silber und Quecksilber sowie Quecksilber und
Kupfer. Die Summe der Gesamtkonzentration beider Reagenzien in der von uns
verwendeten Nahrldsung betrug stets ca. 0,02 mmol/l (exakt 0,01981982 mmol/l). Das
bedeutet, dass durch entsprechende lonen Zugabe zunachst 100 % der Konzentration durch
ein lon in der Nahrlésung vorhanden war. Im Weiteren wurden dann je 80 % und respektive
60 % der Konzentration durch Zugabe des einen lons und 20 % respektive 40 % durch
Zugabe des anderen lons erreicht. AnschlieRend wurden gleiche Teile beider lonen (je 50 %

der 0,02 mmol/l) in der Nahrlésung untersucht (Tab. 4.2).

0% 20 % 40 % 50 % 60 % 80 % 100 % lon1

0%

20 %

40 %

50 %

60 %

80 %

100 %

lon 2

Tabelle 4.2: Untersuchte Kombinationen verschiedener Metallionen [lon 1 und
lon 2] in Prozent [%]. Die jeweils untersuchten Kombinationen
sind dunkel schraffiert [ ]. Die gesamt Konzentration in

der Nahrlésung betrug stets ca. 0,02 mmol/l.

Das weitere Vorgehen hinsichtlich Inkubation und Auszahlung der KBE sowie Auswertung

entsprach exakt dem vorher unter 4.2.2 beschriebenen Procedere.
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4.2.3 Mikrobiologische Untersuchung beschichteter und unbeschichteter Probekorper
Die folgenden Oberflachen wurden untersucht:

¢ unbeschichtete TiAlgVs-Plattchen

¢ TiO,-beschichtete TiAlgV4-Plattchen

¢ 1 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen

e 2 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen

¢ 3 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen

e 4 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen

4.2.3.1 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI
1640+10% FBS uber 24 Stunden

Zunachst wurden mittels einer ausgeglihten Pinzette die Titanplattchen in eine 12-Well
Zellkulturplatte Gberfuhrt und im Anschluss fur zwei Stunden unter UV-Licht sterilisiert [5, S.
23].

Ein Isolat von Staphylococcus aureus ATCC 25923 war ebenfalls in tiefgekihlter Form
vorhanden und wurde in gleicher Weise wie unter 4.2.1.2 fur die Bestimmung der
antibakteriellen Potenz verschiedener Metallionen vorbereitet, so dass wiederum eine
Ausgangskonzentration von 10° KBE/ml RPMI 1640+10% FBS als infizierte Nahridsung
vorlag.

Nach Ablauf der Sterilisationsphase konnte jedem vorliegenden Titanplattchen nunmehr je 1
ml der infizierten Nahrlésung zugegeben werden. Danach erfolgte die 24-stiindige Inkubation
im Brutschrank bei exakt 37°C.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 200 pl der Nahrlésung eines jeden Wells mit 200
pl der Neutralisationslésung versetzt und bis zur Weiterverarbeitung im Kuahlschrank
gelagert. Der restliche Uberstand der Inkubationslésung wurde mit einer Pipette vorsichtig
abgezogen und verworfen. Nachfolgend wurden die im Well verbliebenen Plattchen
zweimalig vorsichtig mit der sterilen Spullésung abgewaschen und darauf in je 10 ml NaCl
enthaltende Gefalte Uberfuhrt. Die anhaftenden Keime wurden dann durch 7-mindtige
Ultraschallbehandlung (55 kHz) bei Raumtemperatur abgelost.

Je 100 pl der NaCl-Lésung mit den abgelosten Keime, sowie je 100ul der gekihlten
infizierten Inkubationslésung wurden im Anschluss in verschiedenen Verdinnungen auf
Standard Mdller-Hinton Agarplatten ausgeimpft und bei 37°C bebritet. Nach 24 Stunden
erfolgte dann die Auszahlung der KBE.

Die statistische Auswertung erfolgte durch Kalkulation der arithmetischen Mittel sowie der
Standardabweichungen. Durch die Verwendung der nicht parametrischen Methode und der
Methode zur Evaluierung von geschlossenen Prifverfahren [70, S. 655] wurden die
Ergebnisse dann auf statistische Signifikanz geprift (Kruskal Wallis und Mann-Whitney

Test). Hierbei wurden Werte mit p < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.
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4.2.3.2 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus MRSA 27065 und RPMI
1640+10% FBS uber 24 Stunden

Die Versuchsdurchfuhrung wie unter 4.2.3.1. beschrieben wurde ebenfalls fur ein Isolat des
Keims Staphylococcus aureus MRSA 27065 exakt wiederholt, wobei diesmal eine
N&hrldsung mit einer Ausgangskonzentration von 10° KBE Staphylococcus aureus MRSA
27065/ml (RPMI 1640+10% FBS) verwendet wurde.

4.2.3.3 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 und o-MEM +20%
FBS liber 24 Stunden

Um vergleichende Aussagen bezlglich Biokompatibilitdt sowie antibakterieller Wirksamkeit
der untersuchten Oberflachen auch zu den osteoblastendhnlichen MC3T3-Zellen treffen zu
kénnen, erfolgte eine weitere Testung der Titanplattchen mit a-MEM + 20% FBS als
N&hrldsung. Nach Erhalt einer Ausgangskonzentration von 10° KBE /ml, mit a-MEM + 20%
FBS als Nahrlésung, erfolgte die weitere Versuchsdurchfihrung mit S. aureus ATCC 25293
analog zu 4.2.3.1.

4.2.3.4 Adhiasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 und RPMI
1640+10% FBS liber 7 Tage

Um eine Aussage Uber eine mogliche prolongierte Freisetzung der lonen aus den
keramischen Schichten und somit eine langer anhaltende antibiotische Wirksamkeit zu
untersuchen, wurden Versuche Uber einen Zeitraum von sieben Tagen durchgefihrt.

Als Testkeim diente hierzu Staphylococcus aureus ATCC 25923. Die Vorbereitung erfolgte
analog der vorher beschriebenen Versuche, so dass wiederum eine Ausgangskonzentration
von 10° KBE/ml in RPMI 1640+10% FBS als Versuchssuspension vorlag.

Nach vorheriger, zweistiindiger UV-Sterilisation der Titanplattchen erfolgte die Zugabe von je
1 ml infizierter Nahrldsung in die Zellkulturplatten. Im Anschluss wurden die Plattchen bei
37°C fir 24 Stunden bebritet. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden je 200 ul der fir 24
Stunden inkubierten Lésung entnommen und zu je 200 ul Neutralisationslésung zugegeben,
und bis zur Weiterverarbeitung gekuhlt gelagert.

Der restliche Uberstand der Inkubationsldsung wurde mit einer Pipette vorsichtig abgezogen
und verworfen. Nachfolgend wurden die im Well verbliebenen Plattchen zweimal vorsichtig
mit steriler Spullésung gewaschen, um nicht-adharente Bakterien zu entfernen. Im Anschluss
wurden die Titanplattchen mittels einer jedes Mal erneut ausgeglihten Pinzette in eine neue,
sterile Zellkulturplatte Gberfihrt, erneut mit diesmal je 1 ml sterilem RPMI 1640+10% FBS als
Nahrlésung bedeckt und darin fur weitere 48 Stunden bei 37°C bebrutet.

Der gekiihlt gelagerte und mittels Neutralisationsldsung versetzte Uberstand wurde in
verschiedenen Verdinnungen auf Muller-Hinton Agar-Platten ausgeimpft und fir 24 Stunden
bei 37°C bebrutet. Im Anschluss erfolgte die Auszahlung der KBE.
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Den erneut inkubierten Proben wurden nach Ablauf von 48 Stunden, nun also insgesamt 72
Stunden seit Versuchsbeginn, wiederum je 200 pl der Nahrlésung entnommen, zu je 200 pl
Neutralisationslésung zugegeben, wieder bis zur Weiterverarbeitung gekuhlt und schliellich
in Verdunnungsreihen auf Agarplatten ausgeimpft und die KBE nach 24-stiindiger Inkubation
quantifiziert.

Analog dem Vorgehen nach dem ersten Tag Inkubation wurden die verbliebenen Plattchen
zweimalig mit steriler Spulldsung gewaschen, mittels einer ausgeglihten Pinzette in eine
neue, sterile Zellkulturplatte Uberfuhrt und daraufhin mit je einem ml sterilem RPMI
1640+10% FBS als Nahrlésung bedeckt und fiir weitere 48 Stunden bei 37°C bebritet.

Ein entsprechendes Vorgehen erfolgte wiederum nach Ablauf der 48-stiindigen
Inkubationszeit, also insgesamt 120 Stunden bzw. 5 Tagen seit Versuchsbeginn.

Nach insgesamt 168 Stunden, d.h. 7 Tagen, wurde der Versuch beendet. Hierzu wurden
wieder je 200 pl Neutralisationsldsung vorbereitet und nach Zugabe von je 200 pul der
Inkubationslésung pro Probe bis zur Weiterverarbeitung im Kihlschrank gelagert.

Der restliche Uberstand der Inkubationsldsung wurde mit einer Pipette vorsichtig abgezogen
und verworfen. Nachfolgend wurden die im Well verbliebenen Plattchen wiederum zweimalig
vorsichtig mit steriler Spullésung abgewaschen und darauf in je 10 ml NaCl enthaltende
GefalRe uberfuhrt. Die anhaftenden Keime wurden durch 7-minutige Ultraschallbehandlung
bei 55 kHz und Raumtemperatur abgelést. Je 100 ul der abgelosten Keime in der NaCl
Lésung sowie je 100 ul der gekuhlten infizierten und mit Neutralisationslésung versetzten
Inkubationslésung wurden im Anschluss wiederum in verschiedenen Verdunnungen auf
Standard Miller Hinton Agarplatten ausgeimpft und bei 37° bebritet. Nach 24 Stunden
erfolgte dann die endgliltige Auszahlung der KBE. Die statistische Auswertung erfolgte im

Anschluss analog zu 4.3.1.

4.2.4 Korrespondierende Zytokompatibilititstests an Gewebezellen (FBI Bayreuth)

Der Vollstandigkeit halber wird hier auch die Durchfihrung der vergleichenden
Zellkulturuntersuchungen — welche am Friedrich-Baur-Institut Bayreuth durchgefiihrt wurden
— erlautert. Die Zelltests wurden unter aquivalenten Versuchbedingungen wie die
Bakterientest durchgeflihrt, um eine mdglichst gute Vergleichbarkeit der antibakteriellen und

zytotoxischen Resultate zu gewahrleisten.

4.2.4.1 Wachstumshemmung von Gewebezellen durch Metallionen

Zur Durchfihrung der Untersuchungen wurden ,Mouse connective tissue fibroblasts® (L929,
DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Hierzu wurden jeweils 100.000
Zellen in Polystyrolkulturplatten (Techno Platic Products, Trasadingen, Schweiz) unter
5%iger CO,-Atmosphare in 1 ml RPMI 1640 (Gibco Vitrogen Corporation, New York, USA),
supplemiert mit 10% fetalem bovinen Serum (FBS, Life Technologies, Grand Island, USA)

vorgezuchtet. Nach 4 Stunden wurde das urspringlich verwendete Nahrmedium entfernt und
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durch frisches Nahrmedium ersetzt, wobei verschiedene Konzentrationen von Metallionen
hinzugefiigt wurden.

Die Zellproliferation nach der seriellen Dilution mit verschiedenen, bereits ausflhrlich unter
4.2. beschriebenen Metallionen, wurde durch die Quantifizierung adharenter Zellen nach 24
Stunden bestimmt. Hierzu wurden die adhérenten Zellen mit einer wassrigen LOsung
bestehend aus 0,25% Trypsin und 0,5 mM EDTA (Sigma, Miinchen, Deutschland) von den
Platten abgeldst. Die enzymatische Reaktion wurde dann durch 700 pyl RPMI 1640
supplemiert mit 10% FBS gestoppt. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der Zellen
durch einen Zellz&hler (Coulter Z2, Beckman, Krefeld, Deutschland).

In einer weiteren Versuchreihe wurde die mitochondrale Aktivitdt der Zellen bestimmt,
welche ein indirekter Indikator der Zellvitalitat ist. Dafir wurde der so genannten WST-1 Test
(Roche, Basel, Schweiz) verwendet, welcher die Aktivitdt von mitochondralen
Dehydrogenasen Uber die Reduktion von einem Tetrazolium-Salz zu Formazan misst. Die
unter den verschiedenen Metallionenkonzentrationen inkubierten Zellen wurden in den
Zellkulturplatten mit 1 ml Dulbecco’s PBS vorsichtig gewaschen, um die nicht adheranten
Zellen zu entfernen. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen in einer Lésung bestehend
aus 1 ml RPMI 1640 supplemiert mit 10% FBS und 10 pyl WST-1 (,2-(4-lodphenyl)-3-(4-
Nitrophenyl)-5-(2,4-Disulfophenyl)-2H-Tetrazolium, Mononatrium Salz) fur 75 Minuten.
AbschlieRend wurde nach der vollstandigen Losung des akkumulierten Formazans in der
Nahrlésung die Menge des Formazans Uber ein UV-Vis Spektometer (A = 430 nm, 690 nm,
DU 640, Beckmann, Krefeld, Deutschland) bestimmt.

4.2.4.2 Oberflaichenbesiedlung unbeschichteter und verschieden beschichteter
Titanplattchen durch Gewebezellen
Wie bereits bei den Untersuchungen zur antibakteriellen Potenz der verschiedenen TiO,-
Schichten wurden als Referenz unbeschichtete TiAlgVs-Plattchen verwendet. Des Weiteren
erfolgte eine Versuchsreihe mit Polystyrol (Zellkulturplatten ohne Titanplattchen) als
Standardkontrolle fir das Zellwachstum. Fur die weiteren Untersuchungen standen die
folgenden Oberflachen zur Verfugung:

¢ unbeschichtete TiAlgVs-Plattchen

e TiO,-beschichtete TiAlgV4-Plattchen

¢ 1 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen

e 4 x Cu- TiO,-beschichtete TiAlgVs-Plattchen
Wie bereits ausfihrlich unter 3.3. beschrieben kann durch die Mehrfachbeschichtungen eine
hohere Konzentration an Kupferionen an der Implantatoberflache erreicht werden.
Vor der Zellbesiedelung wurden die Proben in einem Ultraschallbad mit destilliertem Wasser
und Natriumlaurylsulfat (2,5% SDS, Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) behandelt
und anschlielend mit Isopropanol getrocknet. Danach erfolgte analog zu den antibakteriellen

Testungen die Sterilisation mittels UV-Licht (590 nm) fiir 2 Stunden.
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Fiar die in vitro Untersuchungen der Gewebezellen im direkten Oberflachenkontakt zur
Zytokompatibilitdtspriifung wurden ,Embryo calvaria mouse osteoblast-like cells* (MC3T3-
E1, DSMZ, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die MC3T3-E1 Zellen wurden zunachst in
Alpha-minimal Essential Medium (a-MEM, Life Technologies, UK), augmentiert mit 50 ug/mli
Ascorbinsaure, 10 mM B-Glycerolphosphat, 1 Vol% Penstrep (Sigma, Deutschland) und 5%
fetalem Kalber Serum (FBS, Life Technologies, UK), in befeuchteter Luft bei 37°C (5% CO)
angezuchtet. Im Anschluss wurden die sterilisierten Proben in 24-Well Kulturplatten tGberfuhrt
und 10° Zellen gelést in 1 ml a-MEM hinzugefiigt. Analog den Untersuchungen zur
Wachstumshemmung wurden Untersuchungen bezlglich Zellvitalitat mittels WST-1 Test
nach 48 Stunden durchgefihrt.

Die Zellproliferation anhaftender MC3T3-E1 Zellen auf TiO, beschichteten- sowie
unbeschichteten TiAlgV, Plattchen wurde ebenfalls bestimmt. Dies erfolgte zunachst tber die
Trypsinierung der anhaftenden Zellen mit 300 ul einer wassrigen Lésung bestehend aus 0,25
Vol% Trypsin und 0,5 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma, Deutschland) und
anschlieBender Bestimmung der Zellzahl mittels Zellzdhler (Coulter Z2, Beckman,
Deutschland).
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5. Ergebnisse

5.1 Antibakterielle Potenz einzelner Metallionen

5.1.1 Antibakterielle Potenz von Silberionen

In einem Modell wurde quantitativ die Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984
durch unterschiedliche Metallionen untersucht. Durch Zugabe von entsprechenden
Verdinnungen der jeweiligen Metallionen zu der infizierten Nahrldsung wurde darauf
geachtet, dass in der jeweiligen Versuchsreihe immer eine komplette Sterilisation fir
mindestens eine Metallionenkonzentration erreicht wurde. Nach 24-stlindiger Inkubation
wurden die KBE direkt ausgezahlt und notiert (Tab. 5.1). Um statistisch relevante Ergebnisse
zu erhalten wurden je 6 Versuchsreihen durchgefiihrt. Von diesen Ergebnissen ausgehend

wurden Mittelwert und Standardabweichung errechnet.

[KBE]
Ag+ [mmol/l] 0 0,01 0,05 0,1 0,2
Mittelwert 3,7x10° 4,6x10° 1,8x10° 50 0
Standardabweichung 1,7x10° 1,3x10° 2,2x10° 57 0

Tabelle 5.1: Direkt ausgezahlte KBE von S. epidermidis ATCC 35984 nach 24-

stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher Silberionen-

Konzentrationen [ mmol/l]

Wie bereits unter 4.2.1.2 beschrieben wurden je 110 pul einer verdinnten oder unverdinnten
Metallionenkonzentration 1 ml infizierter Nahrlésung zugegeben, so dass es sich bei einer
Ausgangskonzentration von beispielsweise 20 mmol/l um naherungsweise 2 mmol/l
handelte. Exakt lagen in der infizierten mit Metallionen versetzten Lésung in diesem Beispiel
nun 1,981982 mmol/l vor. Der Einfachheit halber wurde in den Tabellen in Teil 5 sowie im
Anhang bezuglich der Metallionenkonzentration jeweils auf eine gultige Ziffer gerundet. Eine
Tabelle in der die gerundeten Metallionenkonzentrationen den entsprechenden exakten
Metallionen-Konzentrationen gegenuber gestellt sind, ist im Anhang (Tab. 10.1) gegeben.

Da nach Ablauf der Inkubationszeit in der Nahrldsung je 200 pl Inkubationslésung mit 200 pl
der Neutralisationslésung versetzt wurden, mussten die direkt ausgezahlten KBE zunachst
mit 2 multipliziert werden. Im weiteren Verlauf wurden je 100 ul dieser Losung auf den
Muller-Hinton-Agarplatten ausgeimpft und inkubiert. Um folglich die Konzentration an KBE/ml
in der Inkubationslésung zu erhalten, musste das Ergebnis (KBE/pl) mit dem Faktor 10
multipliziert werden. Auch von diesen Ergebnissen wurden Mittelwert und

Standardabweichungen errechnet (Tab 5.2).
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[KBE/mI]
Ag+ [mmol/l] 0 0,01 0,05 0,1 0,2
Mittelwert 7,4x10° 9,3x10° 3,7x10° 9,9x10° 0
Standardabweichung 3,4x10° 2,7x10° 4,5x10° 11x10° 0
Tabelle 5.2: KBE von S. epidermidis ATCC 35984 je Milliliter

Inkubationslosung nach 24-stiindiger Inkubation nach Zugabe

unterschiedlicher Silberionen-Konzentrationen [mmol/l]

Zur weiteren Interpretation wurden die hieraus gewonnen Ergebnisse in eine prozentuale
Reduktionsrate der Bakterien durch die jeweilige Metallionenkonzentration tberflhrt. Hierzu
diente der Mittelwert der Kontrolle (Ag+ Konzentration = 0 mmol/l) als Referenz Wert und
wurde mit 100% gleichgesetzt. Anhand dieser Kontrolle wurde fiir jeden Wert der einzelnen
Versuchsreihen die prozentuale Wachstumsreduktion gewonnen. Erneut wurden von diesen

Ergebnissen Mittelwert und Standardabweichung errechnet (Tab 5.3, Tab. 10.2).

[%]
Ag+ [mmol/l] 0 0,01 0,05 0,1 0,2
Mittelwert 100 120 50 0,013 0
Standardabweichung 46 36 60 0,015 0
Tabelle 5.3: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent

[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Silberionen-Konzentrationen [ mmol/l]

Nach Zugabe der Silberionen zeigte sich zunachst bei den niedrigeren lonenkonzentrationen
ein stationdres Plateau des bakteriellen Wachstums ohne antibakterielle Wirkung. Nach
Uberschreiten einer Schwellenkonzentration war dann eine deutliche, in der Folge
exponentiale Reduktion des bakteriellen Wachstums zu beobachten. Eine komplette
Sterilisation konnte nach einer Zugabe von 0,2 mmol/ml Silberionen erreicht werden (Abb.
5.1, Tab. 10.2).

Die Vorgehensweise in der Auswertung der gewonnenen Ergebnisse der unterschiedlichen

Metallionen erfolgte analog der oben beschriebenen Auswertung fir Silberionen.

5.1.2 Antibakterielle Potenz von Quecksilberionen

Auch fur die Versuche zur bakteriellen Wachstumshemmung durch Quecksilberionen wurde
wieder auf eine komplette Sterilisation geachtet. Bei den durchgefiihrten Versuchen konnte
diesmal keine weitgehend stationare Phase bei der Zugabe von niedrigen Konzentrationen
beobachtet werden. Bereits bei der Zugabe von ca. 0,01 mmol/l kam es zu einer deutlichen
Reduktion des bakteriellen Wachstums. Die Sterilisation konnte dann sicher durch eine

Konzentration von ca. 0,05 mmol/l Hg" erreicht werden (Abb. 5.1, Tab. 10.3).
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5.1.3 Antibakterielle Potenz von Aluminiumionen

Um bei den Versuchen zur bakteriellen Wachstumshemmung durch Aluminiumionen eine
Sterilisation zu erreichen, musste erheblich von der urspringlich gewahliten
Ausgangskonzentration abgewichen werden. So wurde in letzter Konsequenz eine
Ausgangslésung mit einer lonenkonzentration von 400 mmol/l hergestellt, welche dann
weiter verdinnt wurde. Die Sterilisation konnte bei einer lonenkonzentration von ca. 20
mmol/l beobachtet werden. Bei einer lonenkonzentration von ca. 1 mmol/l und ca. 5 mmol/l
Aluminiumionen konnte ein leichter Anstieg der KBE verzeichnet werden. Bei einer weiteren
Zugabe von Aluminiumionen fiel die Zahl der KBE, ebenfalls Uberproportional, bis zur
endgultigen Sterilisation ab (Abb. 5.1, Tab. 10.4).

5.1.4 Antibakterielle Potenz von Zinkionen

Auch um eine Sterilisation durch Zinkionen in den Versuchen zur bakteriellen
Wachstumshemmung zu gewahrleisten musste eine Ausgangslosung mit einer deutlich
héheren Konzentration hergestellt werden. Die Konzentration an Zinkionen in der finalen
Ausgangslésung betrug 200 mmol/l, wobei durch unverdiinnte Zugabe in die kontaminierte
Nahrlésung eine Konzentration von ca. 20 mmol/l erreicht wurde. Bereits durch die Zugabe
von relativ geringen Konzentrationen an Zinkionen scheint eine Hemmung des bakteriellen
Wachstums zu erfolgen. Eine sichere Sterilisation konnte aber erst durch die Zugabe von ca.
20 mmol/l erreicht werden (Abb. 5.1, Tab. 10.5).

5.1.5 Antibakterielle Potenz von Kobaltionen

Um eine sichere Sterilisation durch Kobaltionen zu gewahrleisten musste die Konzentration
in der infizierten Nahrlésung auf ca. 0,5 mmol/l angehoben werden. Die Konzentration der
eigens hergestellten Ausgangslésung betrug somit exakt 5 mmol/l. Bei den Versuchen zur
bakteriellen Wachstumshemmung durch Kobaltionen ist zunachst wieder eine weitgehend
stationare Phase zu erkennen. Nach Uberschreiten des Schwellenwertes bei einer
Konzentration von ca. 0,1 mmol/l reduzierte sich dann die Anzahl an KBE fast linear (Abb.
5.1, Tab. 10.6).

5.1.6 Antibakterielle Potenz von Kupferionen

Um eine sichere Sterilisation durch Kupferionen zu gewahrleisten musste die Konzentration
in der infizierten Nahrlésung auf ca. 0,6 mmol/l angehoben werden. Es war auch hier
zunachst wieder eine weitgehend stationdre Phase des bakteriellen Wachstums zu
beobachten. Erst nach Uberschreiten des Schwellenwertes bei einer Konzentration von ca.
0,03 mmol/l reduzierte sich dann die Anzahl an KBE, auch hier nahezu einer linearen
Funktion folgend (Abb. 5.1, Tab. 10.7).
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Abbildung 5.1 Wachstumshemmung von S. epidermidis (ATCC 35984) durch

steigende Konzentrationen verschiedener Metallionen

5.2 Untersuchungen zur bakteriellen Wachstumshemmung durch Kombination
verschiedener Metallionen

In einem weiteren Modell sollte quantitativ die Wachstumshemmung von S. epidermidis
ATCC 35984 durch eine Kombination verschiedener Metallionen untersucht werden, um
einen moglichen synergistischen Effekt zu explorieren. Es wurde hierzu in der Ldsung eine
Geamtionenkonzentration von 0,2 mmol/l gewahlt. Die Zugabe der lonenlésungen erfolgte
wie zuvor durch die Beimengung von 110 pl. Diese 110 pl wurden folglich mit 100 %
gleichgesetzt und, entsprechend einer 100/0, 80/20, 60/40, 50/50, 40/60, 20/80 und 0/100

Verteilung der zwei zu untersuchenden lonen, der infizierten Nahrldsung zugegeben.

5.2.1 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber- und
Kupferionen

Nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubation wurden auch hier die KBE direkt ausgezahlt und
notiert (Tab. 5.4). Um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten wurden je 6
Versuchsreihen durchgefiihrt. Von diesen Ergebnissen ausgehend wurden der Mittelwert

und die Standardabweichung errechnet.
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[KBE]

Hg+ [%] 0 20 40 50 60 80 100
Cu+ [%] 100 80 60 50 40 20 0
Mittelwert 5,8x10° | 3,0x10° | 1,2x10° | 6,8x10* | 3,3x10* | 8,2x10° | 2,5x10°

Standardabweichung | 2,8x10° |[27Ex10°| 5,3x10% | 2,5x10% | 2,1x10" | 8,2x10° | 2,7x10°

Tabelle 5.4: Direkt ausgezahlte KBE von S. epidermidis ATCC 35984 nach 24-
stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher Quecksilber-

und Kupferionen-Kombinationen [ %]

Da auch in diesem Modell nach Ablauf der Inkubationszeit in der Nahrlésung je 200 ul
Inkubationslésung mit 200 pl der Neutralisationsldsung versetzt wurden, mussten die direkt
ausgezahlten KBE zunachst mit 2 multipliziert werden. Im weiteren Verlauf wurden je 100 pl
dieser Losung auf den Miller-Hinton-Agarplatten ausgeimpft und inkubiert. Um folglich auch
hier die Konzentration an KBE/ml zu erhalten musste das Ergebnis (KBE/ul) mit dem Faktor
10 multipliziet werden. Auch von diesen Ergebnissen wurden Mittelwert und

Standardabweichungen errechnet (Tab 5.5).

[KBE/mI]
Hg+ [%] 0 20 40 50 60 80 100
Cu+ [%] 100 80 60 50 40 20 0
Mittelwert 1,2x10" | 6,0x10° | 2,4x10° | 1,4x10° | 6,6x10° | 1,6x10° | 4,9x10"
Standardabweichung 5,6x10° | 54x10° | 1,1x10° | 5,0x10° | 4,3x10° | 1,6x10° | 5,5x10°

Tabelle 5.5: Errechnete KBE/ml [KBE/mI] von S. epidermidis ATCC 35984
nach 24-stiindiger Inkubation unterschiedlicher Quecksilber- und

Kupferionen-Kombinationen [ %]

Auf eine Errechnung der prozentualen Reduktionsrate wurde in dem Fall der
Untersuchungen zur bakteriellen Wachstumshemmung durch Quecksilber- und Kupferionen
verzichtet, da keine Kontrolle ohne die Zugabe von lonen erfolgte, und somit die
Referenzgruppe fehlte.

Es konnte kein synergistischer Effekt der beiden hier untersuchten lonen nachgewiesen
werden. Bei Zugabe von ca. 0,02 mmol/l Kupferionen in die infizierte Nahrldsung blieb ein
antibakterieller Effekt nahezu aus. Bei steigender Konzentration der Quecksilberionen
erfolgte die Reduktion des bakteriellen Wachstums weitgehend in dem Bereich der
Voruntersuchungen, in denen Quecksilber als einziges antibakterielles Agens verwendet
wurde. Ein synergistischer Effekt, also eine starkere Reduktion des bakteriellen Wachstums,
konnte durch die Kombination von Quecksilber- und Kupferionen nicht beobachtet werden
(Abb. 5.2, Tab. 10.8).
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Die weitere Auswertung der Ergebnisse unter 5.2.2 und 5.2.3 erfolgte analog der oben
beschriebenen Auswertung fur die bakterielle Wachstumshemmung durch Quecksilber- und

Kupferionen (5.2.1).

5.2.2 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber- und
Silberionen

Auch hier konnte kein synergistischer Effekt durch die lonenkombination nachgewiesen
werden. Bei Zugabe von ca. 0,02 mmol/l Silberionen in die infizierte Nahrlésung stellte sich
lediglich eine diskrete Reduktion des bakteriellen Wachstums ein. Bei progredienter Zugabe
der antibakteriell potenteren Quecksilberionen erfolgte auch hier die Reduktion des
bakteriellen Wachstums weitgehend in dem Bereich der Voruntersuchungen — sowohl der
Voruntersuchungen mit Quecksilber als einzigem antibakteriellen lon, als auch der ersten
Synergismus-Testung (Quecksilber/Kupfer)(Abb. 5.2, Tab. 10.9).

5.2.3 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Silber- und
Kupferionen

Wie bei den beiden vorangegangenen Untersuchungen konnte auch fir diese lonen-
Kombination kein synergistischer Effekt nachgewiesen werden. Bei Zugabe von ca. 0,02
mmol/l Kupferionen in die infizierte Nahrlésung blieb ein antibakterieller Effekt erneut nahezu
aus, wahrend es durch die Zugabe von Silberionen zu einer diskreten Wachstumsreduktion
der Bakterien kam. Auch hier war die beobachtete Reduktion des bakteriellen Wachstums
weitgehend in dem Bereich der Voruntersuchungen. Ein synergistischer Effekt, konnte also
auch durch die Kombination von Silber- und Kupferionen nicht beobachtet werden (Abb. 5.2,
Tab. 10.10).
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Abbildung 5.2 Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 durch

verschiedene Kombinationen von Metallionen

5.3 Antibakterielle Untersuchungen der TiO,-Schicht

5.3.1 Adhéasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI 1640 +
10% FBS liber 24 Stunden

In einem weiteren Modellversuch sollte der potentielle antibakterielle Effekt der
unterschiedlich beschichteten Metallplattchen untersucht werden. Hierzu wurden nach 24h
Inkubation sowohl die an den Plattchen anhaftenden als auch die im Uberstand der
Nahrlésung vorhandenen Bakterien quantifiziert. Bereits makroskopisch fiel nach der
Inkubation eine Tribung des infizierten Nahrmediums auf, in welchem die unbeschichteten
sowie die nur ein- und zweifach mit kupferhaltigen Schichten versehenen Plattchen bebritet
worden waren (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Verschieden beschichtete TiAlgV,s-Plattchen nach 24h Inkubation
in infizierter und keimfreier Nahrlésung [S.aureus ATTCC
25923/RPMI 1640 + 10% FBS]. Bereits makroskopisch erkennt
man die farbliche Veranderung und Triibung des Ndhrmediums
bei den unbeschichteten Plittchen und den Beschichtungen mit

niedrigem Kupfergehalt.

Aus dem Uberstand wurden je 200 pl mit je 200 pl der Neutralisationslésung versetzt und im
Anschluss in verschiedenen Verdinnungen auf Miller-Hinton-Agarplatten ausgeimpft und fur
24h bebritet. Die an den Platichen anhaftenden Bakterien wurden mittels Ultraschall
abgel6st und in entsprechenden Verdinnungen auf Miuller-Hinton-Agarplatten ausgeimpft
und far 24h bebritet. Auch hier wurden nach der 24 stindigen Inkubation die KBE direkt

ausgezahlt und notiert (Tab. 5.6a und b). Um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten
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wurden erneut je 6 Versuchsreihen durchgefihrt. Von diesen Ergebnissen ausgehend

wurden Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

(a)

Uberstand
Oberfliche TiAl6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[KBE]
Mittelwert 9,8x10° 6,6x10° 1,7x10° 1,6 x10° 1,2x10* 67
SA 6,3x10° 7,4x10° 1,4x10° 2,1 x10° 1,3x10* 50
(b)
Anhaftend
Oberfliche TiAI6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[KBE]
Mittelwert 3,6x10° 6,6x10° 8,6x10° 4,8x10° 3,3x10° 0
SA 3,4x10° 6,5x10" 9,7x10° 6,2x10° 5,5x10° 0

Tabelle 5.6a und b: Direkt ausgezidhlte KBE von S. aureus ATCC 25923 nach 24-
stindiger Inkubation mit verschiedenartig beschichteten
Pliattchen im Uberstand der Nahrldsung (a) und anhaftend an die
Plattchen nach Ablésung durch Ultraschall (b)

Fir die Bebriitung der KBE aus dem Uberstand wurden nach Ablauf der Inkubationszeit in
der Nahrlésung je 200 pl Inkubationslésung mit 200 pl der Neutralisationsldsung versetzt.
Somit mussten in der Auswertung die direkt ausgezahlten KBE zunachst mit 2 multipliziert
werden. Im weiteren Verlauf wurden je 100 pl dieser Lésung auf den Miller-Hinton-
Agarplatten ausgeimpft und inkubiert. Da es sich hierbei um 100 ul von 1 ml handelt wurde
dass Ergebnis weiterhin mit 10 multipliziert um die KBE/ml zu erhalten. Auch von diesen
Ergebnissen wurden Mittelwert und Standardabweichungen errechnet (Tab 5.7a).

Bei den von den Plattchen abgeldsten und bebriiteten KBE war das Ziel sie in KBE/cm?
darzustellen, da sie ja von einer Flache entfernt wurden. Die Flache der verwendeten
Plattchen betrug jeweils exakt 3,8681 cm? Die direkt ausgezidhlten KBE wurden somit
zunachst durch 3,8681 dividiert. In diesem Fall handelte es sich ja um 100 pl aus 10 ml
welche auf den Miller-Hinton-Agarplatten bebritet wurden. Aus diesem Grund wurde das
Ergebnis mit 100 multipliziert um die abgelésten KBE/cm? zu erhalten. Auch von diesen

Ergebnissen wurden Mittelwert und Standardabweichungen errechnet (Tab 5.7a und b)

53



(a)

Uberstand
Oberfliche TiAI6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[KBE/mI]
Mittelwert 2x10° 1,3x10° 3,3x10’ 3,1x10° 2,3x10° 1,3x10°
SA 1,3x10° 1,5x10° 2,8x10’ 4,3x10° 2,5x10° 990
(b)
Anhaftend
Oberfliche TiAl6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[KBE/cm’]
Mittelwert 9,0x10° 1,7x10° 2,2x10° 1,2x10* 8,4x10° 0
SA 8,4x10° 1,6x10° 2,4x10° 1,6x10* 1,4x10* 0

Tabelle 5.7a und b: Errechnete KBE/ml (a) und KBE/cm? (b) von S. aureus ATCC
25923

beschichteten Plittchen im Uberstand der N&hrldsung (a) und

nach 24-stiindiger Inkubation mit verschiedenartig

anhaftend an die Plattchen nach Ablésung durch Ultraschall (b)

Ausgehend dieser Werte wurden dann durch Verwendung der nicht parametrischen Methode
und der Methode zur Evaluierung von geschlossenen Prifverfahren [70, S. 655] die
Ergebnisse auf statistische Signifikanz geprift (Kruskal Wallis und Mann-Whitney Test). Als
Kontrolle dienten hierbei die unbeschichteten TiAlgV, Plattchen. Der Vollstandigkeit halber
wurden alle Gurppen (I bis VI) gegeneinander statistisch ausgewertet (Tab. 10.13 bis 10.18).
Bezuglich des antibakteriellen Effektes auf die sich in der Nahrlésung befindenden Bakterien
konnte keine signifikante Reduktion durch die TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,310).
Durch die Integration von Kupferionen konnte jedoch eine hochsignifikante Reduktion des
bakteriellen Wachstums im Uberstand beobachtet werden (p=0,002). Dies gilt bereits fir die
1xCu-TiO,-Schicht. Der antibakterielle Effekt war allerdings am ausgepragtesten bei der
4xCu-TiO,-Schicht. Beziglich des antibakteriellen Effekts auf die anhaftenden Bakterien
konnte ebenfalls keine statistisch relevante Reduktion durch die reine TiO,-Schicht
beobachtet werden (p=0,394). Eine statistisch signifikante Reduktion durch die 1xCu-TiO,-
Schicht blieb fiir die abgeldsten Bakterien aus (p=0,180). Fur alle weiteren mit Kupfer
beladenen TiO,-Beschichtungen konnte dann eine statistisch hochsignifikante Reduktion des
bakteriellen Wachstums nachgewiesen werden (p=0,002). Erneut war die Reduktion am
ausgepragtesten durch die 4xCu-TiO,-Schicht.

Zur weiteren Interpretation wurden die hieraus errechneten Ergebnisse ebenfalls in eine
prozentuale Reduktionsrate der Bakterien durch die jeweiligen Plattchen Uberfuhrt. Hierzu
diente der Mittelwert der Kontrolle (TiAlgV,) als Referenzwert und wurde mit 100%
gleichgesetzt. Anhand dieser Kontrolle wurde fir jeden Wert der einzelnen Versuchsreihen
die prozentuale Wachstumsreduktion gewonnen. Erneut wurden von diesen Ergebnissen
Mittelwert und Standardabweichung errechnet (Tab 5.8a und b, Tab. 10.11 und 10.12) (Abb.
5.4).
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(a)

Uberstand

Oberfliche TiAI6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[%]
Mittelwert 100 99 17 1,6 0,12 6,8x10™
SA 64 110 14 2,2 0,13 5,1x10™
(b)
Anhaftend
Oberfliche TiAl6V4 TiO, | Cu-TiO, | 2xCu-TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
[%]
Mittelwert 100 100 24 1,3 0,93 0
SA 93 96 27 1,7 1,5 0

Tabelle 5.8a und b: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-

stundiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

beschichteten

Plittchen im Uberstand der Nahrldsung (a) und anhaftend an die
Plattchen nach Ablésung durch Ultraschall (b)
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Abbildung 5.4: Wachstum von S. aureus ATCC 25923 auf der Oberflache von

TiO,-beschichteten

sowie

unbeschichteten

sowie im Uberstand von RPMI 1640.
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5.3.2 Adhéasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in a-MEM + 20 %
FBS liber 24 Stunden

Da die Versuche an Gewebezellen mit den TiO.-Plattchen durch das Friedrich-Baur-Institut
mit a-MEM + 20% FBS als Nahrlésung durchgefiuhrt wurden, erfolgte eigens ebenfalls eine
Kontrolle mit demselben Nahrmedium. Als Keim diente erneut S. aureus ATCC 25923. Die
Auswertung erfolgte analog wie unter 5.3.1 beschrieben.

Bezuglich des antibakteriellen Effektes auf die sich in der Nahrlésung befindenden Bakterien
konnte auch in der a-MEM Nahrlésung keine signifikante Reduktion durch die TiO,-Schicht
beobachtet werden (p=0,093). Durch die Integration von Kupferionen war jedoch eine
signifikante Reduktion des bakteriellen Wachstums im Uberstand zu beobachten (p<0,05).
Dies galt bereits fir die 1xCu-TiO,-Schicht (p=0,009). Der antibakterielle Effekt war
allerdings am ausgepragtesten bei der 4xCu-TiO,-Schicht. Bezlglich des antibakteriellen
Effekts auf die anhaftenden Bakterien konnte unter Verwendung von a-MEM ebenfalls keine
statistisch relevante Reduktion durch die TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,699).
Allerdings zeigte sich bei der 1xCu-TiO,-Schicht eine signifikante Reduktion an KBE, diesmal
fur die abgeldsten Bakterien (p=0,002). Fur alle weiteren mit Kupfer beladenen TiO,-
Beschichtungen konnte ebenfalls eine statistisch hochsignifikante Reduktion des bakteriellen
Wachstums nachgewiesen werden (p=0,002). Erneut war die Reduktion am ausgepragtesten
durch die 4xCu-TiO,-Schicht (Abb. 5.5, Tab. 10.19 und 10.20). Auch hier wurden der
Vollstandigkeit halber alle untersuchten Gruppen (I bis VI) gegeneinander auf statistische
Signifikanz gepruft (Tab. 10.21 bis 10. 26).
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Abbildung 5.5: Wachstum von S. aureus ATCC 25923 auf der Oberflache von

TiO,-beschichteten sowie unbeschichteten TiAlgV,s-Plattchen

sowie im Uberstand von o-MEM.

5.3.2 Adhasions-/Proliferationsversuche mit MRSA 27065 in RPMI 1640 + 10% FBS
tiber 24 Stunden

Um ebenfalls eine Aussage Uber die Wirksamkeit der antiinfektidsen Beschichtung auf
antibiotikaresistente Keime geben zu kénnen, erfolgte die Durchflihrung einer Versuchsreihe
mit einem MRSA Stamm, welcher als Isolat aus einer Implantat-assoziierten Infektion vorlag.
In den Versuchen mit MRSA 27065 konnte ebenfalls durch die TiO,-Schicht kein
antibakterieller Effekt auf die sich in der Nahriésung befindenden Bakterien beobachtet
werden (p=0,485). Durch die Integration von Kupferionen konnte jedoch auch bei dem
untersuchten MRSA eine hochsignifikante Reduktion des bakteriellen Wachstums im
Uberstand beobachtet werden (p=0,002). Der antibakterielle Effekt war ebenfalls am
ausgepragtesten bei der 4xCu-TiO,-Schicht. Bezlglich des antibakteriellen Effekts auf die
anhaftenden Bakterien konnte auch fir den MRSA 27065 keine statistisch relevante
Reduktion durch die TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,937). Allerdings zeigte sich durch

die Integration von Kupferionen in die TiO,-Schicht eine signifikante Reduktion an KBE,

57



diesmal fiir die abgeldsten Bakterien (p=0,004 fir 1xCu-TiO, und p=0,009 fir 2xCu-TiO,) Fir
die 3x- und 4xCu- beladenen TiO,-Beschichtungen konnte dann eine statistisch signifikante
Reduktion des bakteriellen Wachstums nachgewiesen werden (p=0,002). Erneut war die
Reduktion am ausgepragtesten durch die 4xCu-TiO,-Schicht (Abb. 5.5, Tab. 10.27 und
10.28). Auch hier wurden der Vollstandigkeit halber alle untersuchten Gruppen (I bis VI)
gegeneinander auf statistische Signifikanz gepruft (Tab. 10.29 bis 10. 34).
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Abbildung 5.6: Wachstum von MRSA 27065 auf der Oberfliche von TiO,-

beschichteten sowie unbeschichteten TiAlgV,4-Plattchen sowie im
Uberstand von RPMI 1640.

5.3.3 Adhéasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI 1640 +10%
FBS iiber 7 Tage

Um die Dauer des antibakteriellen Effekts der TiO,-Beschichtungen nachzuweisen wurde ein
Versuch mit S. aureus ATCC 25923 Uber 7 Tage durchgefiihrt. Hier wurde zunachst nach
einer 24-stiindigen Inkubation das Nahrmedium gewechselt und wie beschrieben ausgeimpft
und ausgewertet. Im Weiteren erfolgte ein analoges Vorgehen jeweils nach 48 Stunden.

Nach insgesamt 7-tagiger Inkubation wurde der Versuch geplant beendet und die
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adhadrenten Bakterien abgeldst und ausgeimpft sowie die Bakterien aus dem Uberstand
ausgeimpft.

Die Ergebnisse bezlglich des antibakteriellen Effektes auf die sich in der Nahrlésung
befindenden Bakterien nach 24-stiindiger Inkubation entsprachen weitgehend den vorher
gewonnenen Erkenntnissen. Es konnte keine signifikante Reduktion durch die TiO,-Schicht
beobachtet werden (p=0,818). Durch die Integration von Kupferionen trat jedoch eine
hochsignifikante Reduktion des bakteriellen Wachstums im Uberstand auf (p=0,002). Dies
gilt bereits fur die 1xCu-TiO,-Schicht (p=0,002). Der antibakterielle Effekt war am
ausgepragtesten bei der 4xCu-TiO,-Schicht. Nach insgesamt 72-stiindiger Inkubation war
weiterhin keine Reduktion des bakteriellen Wachstums durch die TiO,-Schicht zu
verzeichnen (p=0,180). Auch die antibakterielle Wirksamkeit der 1xCu-TiO,-Schicht war nach
72 Stunden nicht mehr nachweisbar (p=0,310). Alle weiteren mit Kupfer beladenen TiO,-
Schichten (2xCu-, 3xCu- und 4xCu-TiO,) exprimierten weiterhin einen signifikanten
antibakteriellen Effekt (p<0,05). Nach 120-stindiger Inkubation verloren nun auch die 2x-Cu-
und die 3xCu- TiO,-Schicht ihren antibakteriellen Effekt (p=0,818 respektive p=0,394). Nur
fur die 4xCu-TiO,-Schicht war noch ein antibakterieller Effekt nach 120-stiindiger Inkubation
nachweisbar, allerdings ebenfalls ohne statistische Signifikanz (P=0,065) (Abb. 5.7, Abb. 5.8,
Tab. 10.37). Nach insgesamt 7-tagiger Inkubation wurde der Versuch dann geplant beendet.
Nach Ablauf der gesamten Inkubationszeit konnte fur keine mit Kupfer beladene TiO,-
Schicht mehr eine Reduktion des bakteriellen Wachstums beobachtet werden. Im Gegenteil
kam es sogar bei den 1xCu- und 2xCu-TiO,-Schichten zu einer Uberwucherung an Bakterien
im Nahrmedium von statistischer Signifikanz (p=0,009 respektive p=0,041) (Abb.5.7, Tab.
10.48). Bezuglich des antibakteriellen Effekts auf die anhaftenden Bakterien konnte nach
Beendigung des Versuches ebenfalls keine statistisch relevante Reduktion durch die TiO,-
Schicht oder die Kupfer beladenen TiO,-Schichten beobachtet werden [TiO, (p=1), 1xCu-
TiO, (p=0,937), 2xCu-TiO, (p=0,818), 3xCu-TiO, (p=0,818) und 4xCu-TiO, (p=0,818)] (Abb.
5.9, Tab. 10.35 bis 10.38, Tab. 10.51). Auch hier wurden der Vollstadndigkeit halber alle
untersuchten Gruppen (I bis VI) zu den jeweils untersuchten Zeitpunkten (Tag 1, 3, 5 und 7
im Uberstand, Tag 7 adharente Bakterien) gegeneinander auf statistische Signifikanz gepriift
(Tab. 10.39 bis 10. 50, Tab. 10.52 bis 10.54).
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6. Diskussion

Eine Vielzahl unterschiedlicher Ansatze zur Entwicklung antiinfektiéser
Oberflachenbeschichtungen wurde in der Vergangenheit vorgestellt. Ein Teil findet heute
auch im klinischen Alltag Anwendung. Meist unterscheiden sich die Implantate im Bezug auf
die Tragersubstanz, die Beschichtungstechnologie sowie das antibakterielle Agens. Bei der
vorliegenden Oberflachenbeschichtung handelt es sich um eine keramische Titan(Il)oxid-
Schicht, welche im Sol-Gel-Verfahren appliziert wird. Als antibiotisches Agens wurden
Kupferionen verwendet, deren antibiotische Wirksamkeit seit langem bekannt ist. Im
Weiteren wurden verschiedene lonen beziglich lhrer antibakteriellen Potenz sowie eines
moglichen synergistischen Effekts getestet. Die mikrobiologischen Tests wurden allesamt
eigenstandig in Kooperation mit dem Institut fir Klinikhygiene der Technischen Universitat
Minchen ausgefuhrt. Die Durchfiihrung der Versuche zur Zytokompatibilitat der verwendeten
Titanoxidschicht sowie der Effekt verschiedener Metallionen auf Gewebezellen erfolgte in

Kooperation durch das Friedrich-Baur-Forschungsinstitut fur Biomaterialien.

In der vorliegenden Arbeit galt es, verschiedene Metallionen, verschiedene Metallionen-
Kombinationen, sowie eine neuartige keramische Titan(ll)oxid-Schicht fir medizinische

Implantate auf ihre antibakterielle Potenz und Zytokompatibilitat zu untersuchen.

6.1 Diskussion der Methode
6.1.1 Mikrobiologische Testverfahren
Die Hauptvoraussetzung zur in vitro Untersuchung der bakteriellen Besiedelung von
Implantaten ist eine moglichst prazise und quantitative Erfassung der oberflachenadharenten
Mikroorganismen. Der hierbei ablaufende Besiedlungsprozess an medizinischen Implantaten
wurde bereits unter 2.1 ausfuhrlich erlautert.
Diesen Besiedlungsprozess kann man im Laborversuch aufgrund der Komplexitat nicht als
Ganzes untersuchen, sondern man muss die einzelnen Phasen separat beurteilen. Dies
muss insbesondere bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden. Der
Besiedlungsprozess als solches stellt dabei einen Zyklus dar, in dem jede Phase von der
vorherigen Phase abhangig ist [16, S. 481].
Bei mikrobiologischen in vitro Untersuchungen hinsichtlich der Besiedelung von
Biomaterialien werden in der Regel Antworten auf folgende grundlegenden Fragen gesucht:
- Wie ist die Fahigkeit eines standardisierten Bakterienstammes bzw. Referenzkeimes,
unterschiedliche Substrate unter standardisierten Bedingungen zu besiedeln?
- Wie ist die Fahigkeit eines standardisierten Bakterien Stammes ein standardisiertes
Substrat unter unterschiedlichen Bedingungen zu besiedeln?
- Wie ist die relative Fahigkeit unterschiedlicher Bakterien Stdmme standardisierte

Substrate unter standardisierten Bedingungen zu besiedeln?
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- Wie ist die Uberlebens- und Proliferationsrate von Mikroorganismen an einer
Substratoberflache, insbesondere wenn die Mikroorganismen einem potenziell
schadlichen Agens gegenliber stehen?

Hierbei entsprechen bzw. reflektieren die vier grundlegenden Fragestellungen auch die vier
Grundelemente der mikrobiologischen Besiedlung: Substrat, Nahrmedium, Mikroorganismus
und Zeit [16, S. 481].

Die systematische Untersuchung dieser Grundelemente setzt also voraus, dass die jeweils
anderen Faktoren exakt kontrolliert und konstant gehalten werden. Eine wichtige Variable
des Substrates sind beispielsweise dessen dreidimensionale Struktur, chemische
Zusammensetzung und physikalisch-chemische Eigenschaften. Die mikrobiologische
Besiedlung des Substrates stellt dabei eine Funktion der Oberflache, der geometrischen
Form und der Rauheit dar [16, S. 482]. Die beiden Hauptkriterien hinsichtlich des
Nahrmediums sind die Zusammensetzung sowie die Flusseigenschaften iber das Substrat.
Wichtige Parameter der Zusammensetzung des Nahrmediums wiederum beziehen sich auf
die geldsten Materialien, d.h. vorwiegend lonen und pH-Wert, Chelatkomplexe, Proteine,
Detergentien und Gase. Elektrolyte, insbesondere multivalente Kationen, kdénnen eine
Adhasion triggern, indem sie eine Querverbindung zwischen bakterieller Zellwand und
Substrat schaffen. AuRBerdem kann die Elektrolytkonzentration Einfluss auf den pH-Wert des
Nahrmediums nehmen, so dass ein pH-Optimum Uber- oder unterschritten wird.
Detergentien kdnnen die Oberflichenspannung dahingehend beeinflussen, dass durch van
der Waals Kréafte abstoflende Krafte zwischen Substrat und Bakterium wirken. Um den
Durchsatz an anorganischen Materialien so gering wie mdglich zu halten, sollte auf
komplexe sowie mit Proteinen angereicherte Nahrmedien verzichtet werden [16, S. 484].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Toxizitdt verschiedener Metallionen auf Bakterien
untersucht. Es wurden in der Literatur eine Reihe an Faktoren beschrieben, die den
toxischen Effekt von Metallionen auf Bakterien unter Laborbedingungen beeinflussen, was
dann wiederum dazu fiihren kann, dass Bakterien héhere Konzentrationen eines potenziell
toxischen lons in einem organischen Nahrmedium tolerieren [53, S. 254]. Zur Untersuchung
der toxischen Wirkung von Metallionen auf Bakterien werden somit génzlich definierte,
synthetische Nahrmedien empfohlen. Dennoch kénnen auch anorganische Salze vor der
toxischen Wirkung der lonen schitzen [53, S. 254]. Wenn die Versuche durchgeflihrt
werden, mussen ferner Pufferlésungen, wie beispielsweise Thioglycolacetat-thiosulphat
Neutralisationslésung von Tilton und Rosenberg [107, S. 1116] zur Neutralisation von
Silberionen beschrieben, rechtzeitig und in ausreichenden Mengen vorhanden sein um
weitere reminiszent wirkende Effekte der lonen abzustoppen.

Obwohl die Wahl eines geeigneten Keims einfach erscheint, handelt es sich gerade hierbei
um eine komplexe, nahezu nicht kontrollierbare Variable. Der Einfachheit halber betrachtet

man in mikrobiologischen Protokollen Testkulturen als unveranderliche Einheiten. Hierbei
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wird jedoch nicht bertcksichtigt, dass es sich bei mikrobiologischen Kulturen um asynchrone,
transiente Populationen handelt. Dabei kdnnen verschiedene Phanotypen expremiert werden
[16, S. 485]. Gerade bei Organismen die Oberflachen besiedeln kénnen sowohl adhasive als
auch nicht-adhasive Phanotypen auftreten, weil sessile Lebensformen in ihrem Lebenszyklus
eine planktonische Phase enthalten [16, S. 485, 28, S. 1865]. Da verschiedene Experimente
immer zu verschiedenen Zeiten durchgefliihrt werden, ist es nahezu unméglich die
Reproduzierbarkeit verschiedener vorbereiteter Kulturen von Mikroorganismen zu
gewahrleisten. Unter ahnlichen bzw. gleichen Testbedingungen ist jedoch die
Kolonialisierungsfahigkeit verschiedener Bakterienstdmme relativ gut prognostizierbar [16, S.
486]. Der Untersucher muss hierbei trotzdem eine breite Variabilitdt der Ergebnisse
tolerieren. Man kann dies durch identische Versuchsbedingungen hinsichtlich Vermehrung,
Aberntung sowie Aufbewahrung der Kulturen limitieren, indem in equivalenten Experimenten
gleichsinnig vorbereitete Testorganismen verwendet werden. Um die Reproduzierbarkeit
auch in anderen Laboratorien zu gewahrleisten, empfiehlt es sich die Untersuchungen nicht
nur mit Labor eigenen Keimen durchzufiihren, sondern mit ausgiebig untersuchten Standard-
bzw. Referenzkeimen zu arbeiten [16, S. 486] (Tab. 6.1).

Referenzkeime zur Untersuchung der Oberflachenbesiedelung [16]

Keim® Spezies

Eigenschaften

RP62A
(ATCC 35984)

S. epidermidis

Schleimbildner in Tryptic Soy
Brooth (TSB), zeigt
unterschiedliche Phasen der
Schleimbildung

RP12 S. epidermidis Schleimbildner in TSB, nicht in

(ATCC 35983) glukosearmer TSB

ATCC 12228 S. epidermidis Referenzkeim fir
Antibiotikaempfindlichkeit

ATCC 14990 S.epidermidis

RP14 S. hominis Besiedelt aber proliferiert nicht

(ATCC 35981) in glukosearmer TSB

SP2 hominis Bildet keinen Schleim in TSB

(ATCC 35982)

Cowan 1 aureus Bindet Immunglobuline,

(ATCC 12598, NCTC 8530)

Fibronektin und Fibrinogen

ATCC 25923

Internationaler Referenzkeim
fur Antibiotikaempfindlichkeit

S.
S.
S. aureus
E.
E.

ATCC 25922 coli Internationaler Referenzkeim
fur Antibiotikaempfindlichkeit

ATCC 8739 coli Referenzkeim zur Testung von
Konservierungsmitteln

NCMB 2021 Pseudomonas Meeresorganismus, besiedelt
Kunststoffe

Medeiros P. aeruginosa Internationaler Referenzkeim

(ATCC 27853, NCTC 10662)

fur Antibiotikaempfindlichkeit

®ATCC, American Tissue Culture Collection (Rockville, USA); NCTC, National Collection of Type Cultures (London, England);

NCMB, National Collection of Marine Bacteria (Aberdeen, Schotland)

Tabelle 6.1:

Referenzkeime zur Untersuchung der Oberflachenbesiedelung
(nach Christensen et al.: [16])




Hinsichtlich des Zeitpunkts der Besiedlung unterscheidet man zwischen der Adhasion als
Frihphase der Besiedelung, der Besiedlung selbst, und der darauf folgenden Akkumulation
(z.B. Koloniebildung oder Schleimbildung). Experimente, die die Adhasion untersuchen,
miissen generell mit dichten mikrobiologischen Suspensionen (10° - 108 KBE/ml) und kurzen
Inkubationszeiten (5 min. bis 2 Std.) unter nicht-nahrenden Bedingungen (Puffer, Temperatur
0° bis 4°C) arbeiten. Versuche welche die Proliferationsrate und Uberlebensrate
untersuchen, sollten niedrige Inokula (10" bis 10° KBE/ml), lange Inkubationszeiten (> 6 Std.)
und nahrende Bedingungen (flissiges Nahrmedium, Temperatur 20° bis 37°C) aufweisen
[16, S. 488]. Gemal jeweiligem Versuchsprotokoll erfolgt dann die Quantifizierung der
anhaftenden Keime entweder direkt, Uber eine Zahimethode abgeldster Keime oder indirekt
Uber den Nachweis biologischer Produkte. Christensen et al. [16, S. 477] haben die
spezifischen Vor- und Nachteile der jeweiligen Methode zusammengefasst [16, S. 489] (Tab.
6.2).
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Experimentelle Ansatze zur Quantifizierung von Mikroorganismen auf Oberflachen [16]

Methode

Vorteile

Einschriankungen

Einsatzmoglichkeiten®

Direkte Beobachtung

Lichtmikroskop

REM

Direkte Visualisierung,
breite Anwendbarkeit, in
situ

Kostenglinstig, einfache
Methode, zweckdienlich

Visualisierung genauer
Strukturdetails

Arbeitsintensiv, breite
Streuung der Ergebnisse,
zerstort Lebensformen,
geringe Sensitivitat
Langwierig, geringe
Sensitivitat, bendtigt
durchsichtige Materialien
Benotigt spezialisierte
Ausristung, langwierig

Hauptsachlich: 1, 2

Hauptsachlich: 1, 2, 4

Radioaktive Markierung

Sensitiv, breite
Anwendbarkeit, in situ

Indirekte Zahimethode,
benotigt spezialisierte
Ausriistung und
gefahrliche Materialien,
limitiert durch Adhéasion

Hauptsachlich: 1, 2

Zéhlung lebender
abgeldster Organismen

Ausrollmethode

Direkte Zahimethode

Kostenglinstig, einfache
Methode, zweckdienlich

Paradoxer Ansatz zur
Kolonisationsbestimmung

Anwendungsbeschrankung
auf Katheter und Stabe,

Geringfigig: 1, 2, 3, 4

ungenau, breite Streuung
der Ergebnisse, keine
Berlicksichtigung von
Hohlrdumen

Benotigt spezialisierte
Ausriistung, langwierig

Genau, sensitiv, breite
Anwendbarkeit

Ultraschallablésung Hauptsachlich: 1, 2, 3, 4

Gefarbte Biofilme Indirekt, geringe
Sensitivitat

Geringe Sensitivitat,

Kostengiinstig, in situ

»Tube method* Kostenglinstig, einfache Hauptsachlich: 3

Methode unverlassliche qualitative Geringfigig: 1, 2, 4
Ergebnisse, beschrankt auf
Testréhrchen
Mikrotiterplattenmethode Kostenglinstig, Benotigt spezialisierte Hauptsachlich: 2, 3
zweckdienlich, verlasslich Ausristung, Geringfgig: 1, 4

Anwendungsbeschrankung
durch 96-Well Mikrotiter- und
Zellkulturplatten, geringe
Sensitivitat

Untersuchung
biologischer Produkte

In situ, breite
Anwendbarkeit,
zweckdienlich

Indirekt, geringe
Sensitivitat, benotigt
spezialisierte Ausriistung
und Reagenzien

Hauptsachlich: 1, 2, 4
Geringflgig: 3

? Einsatzmdglichkeiten beziehen sich auf die folgenden: (1) Besiedlung von Standardorganismen unter Standardbedingungen
an unterschiedlichen Substraten. (2) Besiedlung von Standardorganismen an einem Standardsubstrat bei unterschiedlichen
Bedingungen. (3) Besiedlung unterschiedlicher Organismen an Standardsubstraten unter Standardbedingungen. (4)
Multiplikation und Uberleben (unter ungiinstigen Bedingungen) eines kolonisierenden Stammes auf ein Substrat

Tabelle 6.2: Experimentelle Anséatze zur Quantifizierung von Mikroorganismen
auf Oberflachen

(nach Christensen et al. [16])

6.1.2 Bestimmung der antibakteriellen Potenz einzelner Metallionen und
Kombinationen von Metallionen

Wie ausfluhrlich unter 4.2. beschrieben, erfolgte die Anziichtung der Bakterienkulturen streng
nach einem Modell von Christensen et al. [16, S. 477], wobei auch die Wahl des
Nahrmediums (RPMI 1640+10% FBS) den durch Christenssen et al. [16, S. 483] definierten
Anforderungen an ein Nahrmedium entsprach. Es kann jedoch argumentiert werden dass es
sich bei den Versuchen um Vorversuche zur medizinischen Anwendung am Menschen
handelt und somit die Wahl eines humanen AB Serums als Zugabe zu favorisieren gewesen

ware. Mit dem zur Durchfihrung der Versuche verwendeten Keims (S.epidermidis ATCC
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35984) wurde ein Erreger gewahlt, welcher haufig im Zusammenhang mit Implantat-
assoziierten Infektionen steht und somit als geeignet erscheint. Im weiteren Verlauf erfolgte
die einfache Ausimpfung, Bebrutung mit abschlielender Auszahlung der KBE. Aufgrund der
gewahlten Inkubationszeit von 24 Stunden auf den Agarplatten ist es theoretisch méglich das
so nur subletal geschadigte Keime nicht ausreichend Zeit zur Proliferation hatten und somit

nicht erfasst wurden.

6.1.3 Antibakterielle Untersuchungen der verschiedenen Oberflichenmodifikationen
6.1.3.1 Adhéasions-/Proliferationsversuche uber 24 Stunden

Die Anlieferung der Titanplattchen durch das Friedrich-Baur-Institut erfolgte nach Herstellung
unsteril. Vor Beginn der Versuche wurden die erhaltenen Plattchen unter einer
Sicherheitswerkbank UV-sterilisiert. Bei keinem der Versuche konnte in der Folge eine
Kontamination der Plattichen beobachtet werden, so dass von einer ausreichenden
Sterilisation ausgegangen werden kann. Ferner war der in der Literatur beschriebene und
zur Desinfektion von Wasser genutzte Photokatalytische Effekt von Titanoxid (unter UV-
Bestrahlung) zu beachten. Da jedoch die Ergebnisse mit TiAlgV, und der reinen TiO,-
Beschichtung keinen signifikanten Unterschied in der bakteriellen Besiedelung erbrachten,
kann davon ausgegangen werden, dass unter den gewahlten Versuchbedingungen kein
wesentlicher Photokatalytischer Effekt vorlag. Ob eine Optimierung der antibakteriellen
Wirkung durch Photokatalyse erreicht werden kann, muss in weiteren Versuchen geklart
werden.

Als Keime zur Untersuchung dienten der Internationale Referenzkeim S.aureus ATCC 25923
und S.aureus MRSA 27065, welche haufig in Verbindung mit Implantat-assoziierten
Infektionen stehen. Bereits durch Vorversuche wurden Toxizitdtsuntersuchungen unter
Verwendung des Keims S. aureus ATCC 25923 und verschiedenen lonen und
Konzentrationen durchgefihrt. Der Vergleich der antibakteriellen Potenz der
Titanoxidbeschichtung wurde anhand Auszahlung der KBE, zum einen direkt aus der
Nahrlésung, zum anderen der adharenten Keime nach Ablésung durch Ultraschall im
Flussigkeitsbad durchgefihrt. Bei dem Verfahren der Ultraschallablésung zur Auszahlung
der KBE handelt es sich um ein etabliertes Verfahren, welches als genau und sensitiv
beschrieben wurde [16, S. 489], und auch in der Arbeitsgruppe so bereits validiert wurde [29,
S. 585]. Es ist jedoch bekannt, dass Bakterien unter bestimmten Nahrbedingungen einen so
genannten ,viable but nonculturable (VBNC)“ Zustand annehmen, also eine lebensfahige
Zellform ausbilden, die sich aber in einem nicht mehr kultivierbaren Ruhestadium
befindenden [114, S. 1750, 118, S. 313]. Solche VBNC Bakterien konnen selbstverstandlich
durch die durchgefiihrten Versuche nicht erfasst werden. Die oberflichenadharenten Keime
kénnen unabhangig von ihrer Vitalitat mittels radioaktiver Markierung erfasst werden. Eine
Kombination der radioaktiven Markierung mit der Ablésung und Kultivierung kann somit

einen genaueren Uberblick (ber die Oberflaichenbesiedelung durch Bakterien liefern [29, S.
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588]. Mit der beschriebenen Methode wurden also ausschlielllich die adharenten und im
Uberstand fluktuierenden Bakterien erfasst, nicht jedoch die adhdrenten und nicht

kultivierbaren Keime, was jedoch fiir eine grundlegende Interpretation vollig ausreicht.

6.1.3.2 Adhiasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI
1640+10% FBS liber 7 Tage

Fir den Adhasions-/Proliferationsversuch tber 7 Tage gilt im Besonderem, dass die
Auswertung der adharenten Bakterien lediglich nach Abschluss der Untersuchungen
erfolgte. Zusatzlich hatte eine Quantifizierung der adharenten Bakterien ebenfalls nach 24,
72 und 120 Stunden erfolgen kénnen, um Aussagen Uber die bakterielle Adhdrenz nach
diesen Zeitpunkten zu gewinnen.

Der Wechsel der jeweiligen infizierten Nahrlésungen nach 24, 72 und 120 Stunden erscheint
sinnvoll, besonders im Hinblick darauf, das eine 7-tdgige Inkubation bei 37° in 1ml
Nahrldsung die nahezu vollstdndige Kondensation der Flussigkeit zur Folge gehabt hatte.
Auch in vivo ist von einer gewissen Veranderung der Gewebsflissigkeit in einer Zeitspanne
von 7 Tagen mit Diffusion von lonen auszugehen.

Alternativ kdnnte die verbliebene antibakterielle Wirksamkeit der Oberflachenbeschichtung
nach Elution der Kupferionen Uber verschiedene Zeitrdume in sterilen Medien untersucht
werden, und so indirekt eine Aussage uber die Freisetzungskinetik der lonen getroffen
werden. Weitere Untersuchungen sind hier aus materialwissenschaftlicher und

mikrobiologischer Sicht notwendig.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Wachstumshemmung durch Metallionen

6.2.1.1 Antibakterielle Potenzen einzelner Metallionen

Die Wachstumshemmkurven der S. epidermidis Kulturen zeigten wesentliche Unterschiede
bezlglich der Potenz der verschiedenen verwendeten Metallionen. Die starkste
antibakterielle Potenz konnte flir Quecksilber nachgewiesen werden. In absteigender
Reihenfolge zeigten Silber, Kupfer, Kobalt und respektive Zink antibakterielle Potenzen. Die
niedrigste antibakterielle Potenz der untersuchten Metallionen zeigte Aluminium. Generell
wurde darauf geachtet, dass durch jedes verwendete Agens eine komplette Sterilisation
erreicht wurde. Eine Sterilisation wurde hierbei als ,eine Malnahme, die eine vdllige
Keimfreiheit bezweckt® definiert [51, S. 1503]. Nach dem Deutschen Arzneibuch bedeutet
Sterilisation ,Abtéten oder Entfernen aller lebensfahigen Vegetativ- und Dauerformen von
pathogenen und apathogenen Mikroorganismen in Stoffen, Zubereitungen oder
Gegenstanden® [51, S. 1503]. Um diese Sterilisation zu erreichen, musste allerdings bei den
deutlich unterschiedlichen antibakteriellen Potenzen der einzelnen Metallionen von der
urspringlich gewahlten Ausgangskonzentration von 20 mmol/l bzw. ca. 0,2 mmol in der

Nahrlésung, zum Teil im gravierenden MaRe abgewichen werden. Fir Kobalt war eine
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Konzentration in der untersuchten Nahrldsung von ca. 0,4 mmol/l zur Sterilisation von S.
epidermidis notwendig, fir Zink sogar ca. 10 mmol/l und fir Aluminium sogar fast 20 mmol/I.
Far alle untersuchten Metallionen gilt jedoch, dass die Bakterien zu Beginn ein weitgehend
stationares Wachstumsplateau gegenuber dem potentiell toxischen Agens zeigten, d.h.
niedrige Metallionenkonzentrationen wurden durch die Bakterien toleriert. Erst wenn eine
Schwellenkonzentration Uberschritten wurde, zeigte sich durch einen weiteren
Konzentrationsanstieg der lonen eine Reduktion im bakteriellen Wachstum.

Ferner zeigten die Ergebnisse, das nicht-essentielle lonen nicht zwangslaufig einen
toxischeren Effekt auf bakterielle Zellen haben als essentielle lonen. Zwar handelt es sich bei
den beiden toxischsten Agentien Quecksilber und Silber um nicht-essentielle lonen, aber
auch das Metallion mit der geringsten antibakteriellen Potenz, Aluminium, ist ein nicht-
essentielles lon. Die essentiellen lonen Kupfer, Kobalt und Zink finden sich bezuglich der
antibakteriellen Potenz in der Mitte der Wachstumshemmkurve. Uberraschend scheinen
auch die relativ schwachen antibakteriellen Eigenschaften von Zink, welches ja in der

Medizin bei desinfizierenden Verbanden Anwendung findet.

6.2.1.2 Wachstumshemmung von Gewebezellen durch Metallionen

Um die gewonnenen Ergebnisse der antibakteriellen Potenz verschiedener Metallionen mit
zytotoxischen ~ Wirkungen auf Gewebezellen vergleichen zu koénnen, wurden
korrespondierende Untersuchungen unter exakt aquivalenten Versuchbedingungen (Zellzahl,
Nahrmedium, Temperatur, Inkubationsdauer, etc.) an L929 Fibroblasten durch das Friedrich-
Baur-Institut in Bayreuth durchgefihrt.

Im Allgemeinen l8sst sich sagen, dass ein Anstieg der Metallionen Konzentration zu einer
verminderten zellularen Proliferationsrate der L929 Fibroblasten flihrte. Lediglich fir das
essentielle lon Zink war bis zu einer Konzentration von 0,002 mmol/l eine leichte Steigerung
der fibroblastaren Proliferationsrate zu beobachten. Quecksilber und Silber zeigten einen
ahnlich zytotoxischen Effekt. Gefolgt wurde dieser von Zink und respektive Kobalt. Kupfer
hingegen zeigte einen relativ schwach zytotoxischen Effekt in geringen Konzentrationen. Die

geringste zytotoxische Potenz besitzt Aluminium.
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Abbildung 6.1 Links: Zellzahl der L929 Fibroblasten bei steigenden
Konzentrationen von Metallionen.
Rechts: VergroBerung der Darstellung von links bei

niedrigen Metallionenkonzentrationen bis 0,01667 mmol/l. (aus
Heidenau et al. [47])

6.2.1.3 Kombinierte Bewertung der Ergebnisse zu den bakteriellen und zytologischen
Untersuchungen zur Wachstumshemmung durch Metallionen

Wie bereits in der Einfihrung ausfuhrlich erwahnt, ist der toxische Effekt von Metallionen
gegenuber Bakterien aber auch Gewebezellen ein bekanntes Phanomen, welches in einer
Vielzahl von Publikationen beschrieben wurde [27, S. 467, 43, S. 73, 85, S. 162, 106, S. 305,
119, S. 331]. Diese Studien sind jedoch zumeist inhomogen und aufgrund unterschiedlicher
Versuchsbedingungen, Kulturmedien, Zelllinien und respektive Bakterien, nicht direkt
vergleichbar. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit darauf geachtet, dass die
Untersuchungsbedingungen fiir die verschiedenen Versuchsaufbauten identisch gehalten
wurden, um die relative antibakterielle Potenz eines Metallions direkt mit der induzierten
Zytotoxizitat zu vergleichen. Im allgemeinen stimmen hierbei unsere Ergebnisse mit den
publizierten Ergebnissen anderer Autoren tberein [27, S. 467, 119, S. 331].

Unsere vergleichenden Ergebnisse zeigten, dall Silber, Zink und Quecksilber bereits in
relativ niedrigen Konzentrationen einen ausgepragten zytotoxischen Effekt haben. Kobalt
zeigte bezlglich des zytotoxischen Effekts eine intermedidare Potenz. Die geringste
Zytotoxizitat bei verhaltnismaRig hohen Metallionen Konzentrationen zeigten Kupfer und

respektive Aluminium.
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Im weitesten Sinne spiegeln diese Ergebnisse an Gewebezellen auch die Ergebnisse der
bakteriellen Untersuchungen wieder. Kobalt und Zink zeigten jedoch beziglich der
antibakteriellen Potenz keinen wesentlichen Effekt in niedrigen Konzentrationen. Fur Kupfer
konnte allerdings bei gleichen Konzentrationen ein deutlich hdherer antibakterieller als
zytotoxischer Effekt nachgewiesen werden. Zur besseren Interpretierbarkeit und
Vergleichbarkeit beim Zusammenfuhren der Ergebnisse wurde die Konzentration der
verschiedenen Metallionen errechnet, welche zum Absterben der Halfte der L929
Fibroblasten fiihrte (,lethal dose® = tddliche Dosis fir 50% der Zellen = LDsg). Fir die LDso-
Metallionenkonzentration wurde dann die entsprechende relative Reduktionsrate an

bakteriellen KBE ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. 6.4 dargestellt.

Metallionen LDs (L929) (mmol/l) Reduktionsrate des bakt.
Wachstums bei LDsg
Konzentration

Silber Ag” 3,5x10° 0,93

Zink Zn** 36x10° 1,11

Quecksilber Hg”" 42x10° 7,58

Kupfer Cu®* 2,3x 107 2,5x 10

Kobalt Co”™ 3,4x10° 1,42

Aluminium AI°* 1,8 0,46

Tabelle 6.3 LDs, der untersuchten Metallionen fiir L929 Fibroblasten und

relative Reduktionsraten des bakteriellen Wachstums bei der

jeweiligen LDsy-Metallionenkonzentration

Dieser Vergleich zeigt deutlich die unterschiedlichen antibakteriellen Eigenschaften der
einzelnen Metallionen bei vergleichbarer Zytotoxizitdt und bringt die Ergebnisse in ein
Verhdltnis zueinander. Es konnte so deutlich gezeigt werden, dass die relativ starken
antibakteriellen Effekte von Silber und Quecksilber auf Kosten der Zytokompatibilitdt gehen,
also die lonen bei vergleichbarer antibakterieller Wirkung eine deutlich hdhere Zytotoxizitat
ausuiben als beispielsweise Kupfer. Silber und Quecksilber sind somit dulerst effektive
antibakterielle Substanzen, jedoch gleichzeitig extrem zytotoxisch. Bei der LDso-
Konzentration zeigte Aluminium als Metallion kaum einen antibakteriellen Effekt. Kobalt- und
Zinkionen besitzen bei nur mafiigem antibakteriellem Effekt bereits eine ausgepragte
Zytotoxizitat. Hinsichtlich der untersuchten Metallionen zeigte sich Kupfer als antibakterielles
Agens den anderen untersuchten lonen deutlich tGberlegen. Fir Kupfer fand sich die héchste
relative Reduktionsrate bakteriellen Wachstums bei entsprechender LDso-
Metallionenkonzentration. Im Vergleich zu anderen Metallionen kdnnen also Kupferionen
vergleichsweise sicher auf Implantate aufgebracht werden, da diese aller Wahrscheinlichkeit

nach einen antibakteriellen Effekt zeigen, ohne die Biokompatibilitdt signifikant
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einzuschranken. In der Folge wurde fir unsere weiterfUhrenden Untersuchungen Kupfer als

antibakterielles Agens in die TiO,-Schicht eingebracht.

6.2.1.4 Antibakterielle Potenz verschiedener Kombinationen von Metallionen

Die Therapie einer Vielzahl von bakteriellen Infektionen, u.a. auch die eines infizierten
Implantates, bedarf zur adaquaten Therapie einer Kombination an Antibiotika [26, S. 1421].
Dies beruht auf den Effekten der Kombinationstherapie von Chemotherapeutika. Die
Kombinationstherapie kann hierbei additiv, synergistisch aber auch antagonistisch wirken.
Generell wird durch die sinnvolle Kombination verschiedener Chemotherapeutika eine
Verstarkung der antibakteriellen Wirkung, eine Verminderung der Resistenzbildung und das
Erzielen eines breiteren Wirkspektrums angestrebt. Bei einer solchen Kombinationstherapie
mussen allerdings auch eine Reihe an Vorraussetzungen erfillt sein. So missen alle
Kombinationspartner den Infektionsort erreichen, auf dass eine ausreichend hohe
Wirkstoffkonzentration am Infektionsort erreicht wird. Ferner darf keine Unterdosierung bei
einem fraglichen Synergismus erfolgen [61, S. 633]. Dies fuhrt jedoch bei Implantat-
assoziierten Infektionen bereits zu einer deutlichen Problematik. Wie in der Einflhrung
beschrieben, ist ein haufiges Problem der Implantat-assoziierten Infektionen das aufgrund
mangelnder Durchblutung der Implantate die Chemotherapeutika (Antibiotika) nicht den
Zielort erreichen. So ist trotz Serum-Antibiotika-Spiegel im therapeutischen Bereich, die
lokale Wirkstoffkonzentration am Implantat oft nicht ausreichend [19, S. 139]. Des Weiteren
muss, um eine sinnvolle Kombinationstherapie durchzufiihren, der Erreger auf alle
verwendeten Kombinationspartner sensibel sein. Eine Kombination von Chemotherapeutika
mit ahnlich schwerwiegenden Nebenwirkungen sollte hierbei allerdings vermieden werden.
Man unterscheidet weiter zwischen einer Kombinationstherapie bei Monoinfektionen, einer
Kombinationstherapie bei Mischinfektionen (s. Abb. 6.3) und einer Omnispektrumtherapie,
welche ein luckenloses antibakterielles Spektrum anstrebt und nur bei wenigen
lebensbedrohlichen Erkrankungen oder immuninkompetenten Patienten indiziert ist [61, S.
634].

Bezuglich der Kombination von Metallionen gibt es unterschiedliche Berichte. Es wurde
beschrieben, dal Magnesium und Zink den toxischen Effekt von Nickel auf Mikroorganismen
lindern. Andere Berichte wiederum zeigten, dass Nickel und Cadmium synergistisch auf die
Wachstumshemmung von Klebsiella pneumoniae und antagonistisch auf eine Hemmung des
Wachstums, der Photosyntheseleistung und der N,-Fixation von Anabaena inequalis wirken
[53, S. 255].
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bakterizid auf proliferierende Erreger degenerativ bakterizid

- p-Laktamantibiotika: Penicilline, - Aminoglykoside: Gentamicin,
Cephalosporine, Carbapeneme, Amikacin, Tobramycin
Azetreonam - Fluorochinolone

- Glykopeptidantibiotika: - Nitroimidazole: Metronidazol
Vancomycin, Teicoplanin

- Fosfomycin

— _—
f additiv bis synergistisch f
Antagonismus Synergismus oder
Antagonismus

Bakteriostatisch
(Wachstumshemmung)
- Makrolide
- Chloramphenicol
- Tetracycline
- Sulfonamide

Abbildung 6.2 Effekte der Kombinationstherapie von Chemotherapeutika

Beispiele fiir sinnvolle Kombinationen: p-Laktamantibiotika +
Aminoglykosid (verschiedene Wirkungsorte: Bakterienzellwand
und Ribosomen), zwei p-Laktamantibiotika (Wirkung auf
verschiedene Bindungsproteine), p-Laktamantibiotika +
Metronidazol (Ausweitung auf Anaerobier), Vancomycin +
Rifampicin (Verhinderung sekundarer Resistenzen).

(Nach Karow et al. [61])

Bei den von uns durchgefiuhrten Versuchen wurden verschiedene Metallionen kombiniert,
um einen moglichen synergistischen Effekt zu untersuchen. Da, wie durch die eigenen
Versuche bereits ausfiihrlich dargestellt, die unterschiedlichen Metallionen eine deutliche
unterschiedlich ausgepragte antibakterielle Potenz besitzen, wurde eine
Gesamtionenkonzentration der jeweils zwei Metallionen (Hg*/Ag*, Hg'/Cu* und Ag'/Cu?*)
von 0,02 mmol/l gewahlt.

Es sei hier bereits vorweggenommen, dass fir keine der untersuchten Kombinationen
(Hg'/Ag*, Hg'/Cu®* und Ag'/Cu®') ein nennenswerter synergistischer bzw. inhibitorischer
Effekt zu beobachten war. Die Wachstumshemmung bei den Hg‘/Cu* und Ag'/Cu?®
Kombinationen waren praktisch ausschliellich durch Quecksilber bzw. Silber bedingt. Die
erzielte Wachstumshemmung dieser Untersuchungen entsprach den vorher gewonnenen
Ergebnissen aus den Wachstumshemmkurven. Der Grund dafir liegt wahrscheinlich u.a

darin, dass Kupfer bei den eingesetzten Konzentrationen noch keine nennenswerten
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antibakteriellen Eigenschaften besitzt. Des Weiteren lasst sich hieraus schlieflen, dass die
Kombination eines weiteren lons nicht die Toxizitat des Kupfers in geringen Dosierungen zu
steigern vermag. Auch fir die Kombination von Quecksilber mit Silber konnte keine
Steigerung der antibakteriellen Potenz beobachtet werden. Es erscheint also, dass ein
synergistischer Effekt nicht durch die Kombination der von uns untersuchten Metallionen
erreicht werden kann. Dies wiederum hat aller Wahrscheinlichkeit nach den Grund, dass die
untersuchten Metallionen Uber einen &hnlichen Wirkmechanismus ihre antibakteriellen

Eigenschaften entwickeln.

6.2.2 Untersuchungen der TiO,-Oberflachenbeschichtungen

6.2.2.1 Adhiasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI
1640+10% FBS iiber 24h

Als Kontrolle fiir die durchgeflihrten Versuche dienten TiAlgV,4-Plattchen, da diese Legierung
haufig als Material fir medizinische Implantate in Orthopadie und Unfallchirurgie verwendet
wird. Das bakterielle Wachstum auf den untersuchten TiAlgVs-Plattchen und in den
untersuchten Uberstanden wurde somit 100% gleichgesetzt, da von keinem antibakteriellen
Effekt auszugehen war.

Im Vergleich zu den TiAlgV4-Plattchen konnte kein veradndertes Anhaftverhalten von
Bakterien fur TiAlgVs-Platichen mit einer TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,699). Im
Allgemeinen konnte jedoch fur die verschiedenen TiAlgVs-Plattchen, die mit einer
Kupferhaltigen TiO,-Schicht beschichtet waren, eine hochsignifikante Reduktion der Zahl von
anhaftender Bakterien gezeigt werden (p=0,002). Der antibakterielle Effekt auf anhaftende
Bakterien war am deutlichsten bei der vierfach aufgebrachten kupferhaltigen
Oberflachenbeschichtung (4xCu-TiO,), wobei eine Reduktion des bakteriellen Wachstums
um 6 Zehnerpotenzen im Vergleich zu den unbeschichteten TiAlgV4-Plattchen zu
verzeichnen war (p=0,002). Mehrfach Kupferbeschichtungen (4xCu-TiO,) expremierten also
eine signifikant héhere antibakterielle Aktivitdt auf anhaftende Bakterien als eine einfach
Kupferbeschichtung (1xCu-TiO,) (p<0,05).

Es ist davon auszugehen, dass die anhaftenden Bakterien eine bestimmte Konzentration an
Kupfer tolerieren kdnnen. Sobald dieser Schwellwert tiberschritten wird, folgt ein signifikanter
Abfall an anhaftenden Bakterien und respektive Koloniebildender Einheiten (KBE) um einige
Zehnerpotenzen. Ein dhnlicher Effekt war ja bereits bei den bakteriellen Hemmkurven durch

Metallionen beobachtet und beschrieben worden.

Auch die Bakterien im Uberstand wurden durch die TiO,-Schicht nicht in ihrem Wachstum
beeinflusst. Das Einbringen von Kupferionen fuhrte allerdings wiederum zu einer Hemmung
des bakteriellen Wachstums (p<0,05), diesmal im untersuchten Uberstand. Wie auch bei den
Plattchen anhaftenden Bakterien konnte die ausgepragteste Reduktion des bakteriellen

Wachstums fiir den Uberstand der 4xCu-TiO,-beschichteten Plattchen beobachtet werden.
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Somit ist davon auszugehen, dass Kupferionen aus der Oberflachenbeschichtung freigesetzt
werden, und nicht nur an der Beschichtungsoberflache, sondern auch im umgebenden
Medium wirksam werden. Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass bei einer
Mehrfachbeschichtung auch lonen aus tiefer gelegenen Schichten freigesetzt werden.

Nach der aktuellen Definition bedeutet Desinfektion eine ,MaRnahme, die durch Abtdtung,
Inaktivierung bzw. Entfernung von Mikroorganismen eine Reduzierung der Keimzahl um
mindestens funf Zehnerpotenzen erreicht, damit von dem desinfizierten Material keine
Infektion mehr ausgehen kann“ [51, S. 338]. Aufgrund der von uns gewonnenen Ergebnisse
kann bei dem antibakteriellen Effekt der 4xCu-TiO, Schicht von einer Desinfektion

gesprochen werden.

6.2.2.2 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in a-MEM +20%
FBS iiber 24h

Um die eigenen mikrobiologischen Ergebnisse bezlglich der Biokompatibilitat in Verhaltnis
zu setzen, wurden durch das Friedrich-Baur-Institut in Bayreuth Versuche mit Gewebezellen
und den TiO,-beschichteten Platichen durchgefiihrt. Wie oben beschrieben, wurde hierbei
allerdings a-MEM als Nahrmedium verwendet. Um die gewonnenen Ergebnisse also direkt
miteinander zu vergleichen, insbesondere auch die Wachstumshemmkurven, wurde eine
Versuchsreihe der mikrobiologischen Untersuchungen mit o-MEM + 20% FBS als
Nahrlésung fur die Plattchenversuche durchgeflihrt.

Auch unter Verwendung von o-MEM als Nahrmedium konnte kein Effekt auf das
Wachstumsverhaltens von Bakterien durch die reine TiO,-Schicht festgestellt werden. Erst
durch das Einbringen von Cu?*-lonen in die TiO,-Schicht konnte wieder eine signifikante
Reduktion von anhaftenden Bakterien gezeigt werden (p=0,02). Der antibakterielle Effekt auf
anhaftende Bakterien, war abermals am deutlichsten bei der 4xCu-TiO,-Schicht. Die
Reduktion anhaftender Bakterien betrug erneut 6 Zehnerpotenzen im Vergleich zu den
unbeschichteten TiAlgVs-Plattchen (p=0,02). Die signifikant hdhere antibakterielle Aktivitat
auf anhaftende Bakterien die mehrfach Kupferbeschichtungen (4xCu-TiO,) im Vergleich zu
einer einfach Kupferbeschichtung (1xCu-TiO;) exprimierten, war also nicht abhangig von den

von uns verwendeten Nahrmedien.

Auch fiihrte das Einbringen von Kupferionen zu einer Hemmung des bakteriellen Wachstums
(p=0,02) im untersuchten Uberstand mit a-MEM als N&hrmedium. Die ausgepragteste
Reduktion bakteriellen Wachstums fir den Uberstand im o-MEM N&hrmedium konnte
ebenfalls fur die 4xCu-TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,02).

Die Ergebnisse, die mit o-MEM als N&hrmedium gewonnen wurden, entsprachen
weitgehend den Ergebnissen, die bereits fir RPMI 1640 als Nahrmedium diskutiert wurden.

Der antibakterielle Effekt der verwendeten Kupfer-TiO, Schichten wurde also nicht

75



wesentlich durch die von uns verwendeten Nahrmedien beeinflusst, so dass die Ergebnisse

der Zelltests (FBI Bayreuth) direkt mit den eigenen Ergebnissen verglichen werden konnten.

6.2.2.3 Untersuchungen zur Oberflachenbesiedlung durch Gewebezellen

Die Zellzahl und korrespondierende mitochondrale Aktivitat der MC3T3-E1 Zellen sind in
Abbildung 6.3 gegenuber gestellt. Erneut wurden die Werte gegenuber TiAlgV4, einem
klinisch etablietem Metall verglichen. Das Wachstum der Zellen an den TiAlgV4-Plattchen
wurde mit 100% gleichgesetzt.

Es konnte ein signifikanter Anstieg der Zellzahl (p=0,002) als auch der mitochondralen
Aktivitat  (p=0,0007) an den rein TiO,-beschichteten Platichen gegenlber den
unbeschichteten TiAlgV4-Plattchen beobachtet werden. Fir die 1xCu-TiOz-beschichteten
Plattchen zeigte sich ebenfalls ein leichter Anstieg der Zellproliferationsrate, jedoch ohne den
Nachweis statistischer Signifikanz (p>0,05). Im Gegensatz dazu fand sich fur die 4xCu-TiO,-
beschichteten Plattchen ein signifikanter Rickgang der Zellzahl (p=0,002) sowie der
mitochondralen Aktivitat (p=0,9x10") (Abb. 6.3).
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Abbildung 6.3 Wachstum und mitochondrale Aktivitit der Osteoblasten-
ahnlichen MC3T3-E1 Zellen im Ndhrmedium beschichteter und
unbeschichteter TiAlgV,-Plattchen nach 48h Inkubation (aus
Heidenau et al. [47])
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Am Friedrich-Baur-Institut wurden zusatzlich REM-Untersuchungen der Osteoblasten-
ahnlichen Zellen durchgefuhrt. Beispielhafte Aufnahmen sind in Abbildung 6.4a-d
gegenubergestellt. Die Zellen, welche am unbeschichteten TiAlgV, anhafteten, erscheinen
hierbei im Allgemeinen spindelfdrmiger im Vergleich zu den Zellen, welche an den
beschichteten Plattchen anhafteten. Die an den unbeschichteten TiAlgV4-Plattchen haftenden
Zellen zeigten weniger Tendenz zur Ausbreitung an der Oberflache nach 48 Stunden (Abb.
6.4a). Die Morphologie der Gewebezellen an den TiO,-beschichteten Platichen war ahnlich
der Zellmorphologie auf den TiAlgV4-Plattchen. Man konnte jedoch eine zunehmende
Ausbreitung der Zellen auf den TiO,, 1xCu-TiO,-beschichteten Plattchen und sogar auf den
4xCu-TiO2-beschichteten Plattchen erkennen. Durch den Effekt der Kupferionen waren aber
gleichzeitig beschadigte Zellen (1xCu-TiO,-beschichtete Plattchen) und sogar abgestorbene
Zellen (4xCu-TiO,-beschichtete Plattchen) in der Rasterelektronenmikroskopie zu erkennen.
In allen Bildern mit einer hdéheren Auflésung konnten jedoch Zellmembranen mit einer

typischen Beschaffenheit beobachtet werden. Ferner sah man fokale Kontakte, die von den

Zellen zu den verschiedenen Oberflachen aufgebaut wurden.

Abbildung 6.4 REM-Aufnahmen von MC3T3-E1 Zellen auf unbeschichteten
TiAlgV,-Pldattchen (a), TiO,-beschichteten TiAlgV,-Plattchen (b),
1xCu TiOz-beschichteten TiAlgVs-Plattchen (c) und 4xCu TiO»-
beschichteten TiAlgV4-Plattchen (d) (aus Heidenau et al. [47])
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6.2.2.4 Proliferations-/Adhasionsversuche mit MRSA 27065 in RPMI 1640+10% FBS
liber 24h

Zunehmende Probleme bei der Implantation von Totalendoprothesen in der Orthopadie
bereiten MRSE und MRSA [57, S. 125], so dass in einer weiteren Versuchsreihe der
antibakterielle Effekt der Cu-TiO, beschichteten TiAlgV4-Plattchen auf antibiotikaresistente
Keime (MRSA 27065) untersucht wurde. Als Nahrmedium diente in diesem Fall erneut RPMI
1640 supplemiert mit 10% FBS.

Fir die verschiedenen TiAlgVs-Plattchen mit einer Cu-TiO,-Schicht konnte wieder eine
signifikante Reduktion von anhaftenden Bakterien (MRSA) gezeigt werden. Der
antibakterielle Effekt auf anhaftende Bakterien (MRSA) war wiederum am deutlichsten bei
der 4xCu-TiO,-Schicht, wobei die Reduktion erneut 6 Zehnerpotenzen im Vergleich zu den
unbeschichteten TiAlgV4-Plattchen betrug (p=0,02). Die signifikant héhere antibakterielle
Aktivitat auf anhaftende Bakterien durch die mehrfach Kupferbeschichtungen (4xCu-TiO,) im
Vergleich zu einer einfach Kupferbeschichtung (1xCu-TiO;) (p=0,02), war also nicht auf
fakultativ pathogene Keime beschrankt, sondern zeigte sich ebenfalls bei einem antibiotika
resistenten Keim (MRSA 27065).

Auch flhrten die Kupferionen zu einer Hemmung des bakteriellen Wachstums (KBE) von
MRSA (p=0,02) im untersuchten Uberstand des Nahrmediums. Die ausgepragteste
Reduktion bakteriellen Wachstums im Uberstand konnte auch hier fiir die 4xCu-TiO,
beobachtet werden (p=0,02).

6.2.2.5 Proliferations-/Adhdasionsversuche mit S. aureus ATCC 25923 und RPMI
1640+10% FBS liber 7 Tage

Um einen langerfristigen antibakteriellen Effekt der Cu-TiO,-Schicht nachzuweisen, wurden
Versuche mit den Plattchen Uber 168 Stunden durchgefiihrt. Hierbei wurden nach zunachst
24h, nach 72h, nach 120h und abschlieRend nach insgesamt 168h der Uberstand
ausgeimpft und die darin wachsenden Bakterien quantifiziert. Nach 168h wurden zudem die
an die Plattchen anhaftenden Bakterien abgeldst und ebenfalls quantifiziert. Wie zu erwarten
entsprachen die Ergebnisse nach 24h den Ergebnissen die bereits in den Vorversuchen
beobachtet worden waren. Hierbei war auch das bakterielle Wachstum im Uberstand nicht
durch die TiO,-Schicht beeinflusst, das Einbringen von Kupferionen fiihrte wiederum zu einer
signifikanten Hemmung des bakteriellen Wachstums (p<0,05) im untersuchten Uberstand.
Die ausgepragteste Reduktion des bakteriellen Wachstums im Uberstand konnte wie zuvor
fur die 4xCu-TiO,-Schicht beobachtet werden (p=0,002). Auch fur die 2xCu- und die 3x-Cu-
TiO,-Schicht konnte eine signifikante Reduktion des bakteriellen Wachstums nach 24h
beobachtet werden (p=0,002).

In den Untersuchungen des Uberstandes nach 72h konnte eine Reduktion des bakteriellen
Wachstums durch die mehrfach Cu-TiO,-Schichten beobachtet werden (p<0,05). Fir die

1xCu-TiO,-Schicht konnte nach 72-stindiger Inkubation keine signifikante Reduktion des
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bakteriellen Wachstums mehr nachgewiesen werden (p=0,310). Der ausgepragteste Effekt
war weiterhin fir die 4x-Cu-TiO,-Schicht zu beobachten. Es war jedoch auch hier ein
deutlicher Anstieg an ausgezahlten KBE zu verzeichnen. Da die Zellkulturplatten sowie die
Nahrldsung jeweils steril gewechselt wurden, liegt es nahe, dass es sich hierbei um an den
Plattchen anhaftende Bakterien handelte, welche sich nach Mediumwechsel (und damit
Entfernung freigesetzter lonen) vermehren konnten. Die Reduktion des bakteriellen
Wachstums durch die verschiedenen Cu-TiO,-Schicht nahm auch nach 120h Inkubationszeit
weiter ab und war dann auch fir die 4xCu-TiO,-Schicht nicht mehr statistisch signifikant
(p>0,05). Nach 168h Inkubation war ebenfalls fir keine der Beschichtungen mehr eine
bakterielle Reduktion im Uberstand nachweisbar. Es kam bei den 1x- und 2x Cu-TiO,-
Schichten sogar zu einer statistisch signifikanten Uberwucherung nach 168h im Uberstand
(p<0,05).

Auch bezlglich der ausgezahlten KBE der an den Plattchen anhaftenden Bakterien nach
168h Inkubation konnte fir keine der verwendeten Cu-TiO,-Schichten mehr ein
antibakterieller Effekt nachgewiesen werden (p>0,05). Am ehesten ist dies wohl auf eine
progrediente Uberwucherung an Bakterien zurlickzufiihren, welche seit Beginn der Versuche
an den Plattchen adharent waren. Durch den regelmafligen Wechsel des Nahrmediums mit
Entfernung der freigesetzten lonen wurden somit wieder bakterielle Wachstumsbedingungen
geschaffen. In vivo ist jedoch eine weitaus langere Wirksamkeit der lonen zu erwarten, da
der Diffusionsgradient im Implantat-Knochen-Interface einen langeren Verbleib der

kontinuierlich freigesetzten antibakteriellen lonen erwarten lasst.

6.3 Zusammenfiihrung der Ergebnisse, Diskussion und Bewertung der Schicht

Obwohl Silber in der Medizin derzeit wohl eine fiihrende Rolle als antibakterielles Metallion
spielt, zeigen unsere Ergebnisse, dass Kupferionen bei verhéltnismalkig geringer
Zytotoxizitat Uber einen deutlich hdheren antibakteriellen Effekt verfigen als alle anderen
von uns untersuchten Metallionen. Eine Konzentration von 0,23 mmol/l Kupfer (ll) war die so
genannte LDso-Konzentration fir die L929-Zellen. Diese Konzentration Uberschritt bereits
den Schwellenwert zur Reduktion bakteriellen Wachstums deutlich (0,15 mmol/l).
Kupferionen erscheinen somit in der Wahl als antibakterielles Agens vorzlglich geeignet.
Einen synergistischen Effekt unterschiedlicher Metallionen, wie er fir Vviele
Antibiotikakombinationen beschrieben wurde, konnten wir in unseren Versuchen nicht
nachweisen.

Die Untersuchungen mit den TiO,-beschichteten Plattchen konnten eine signifikante
Reduktion des bakteriellen Wachstums fiir die Kupfer-TiO,-beschichteten Platichen bei
erhaltener Zytokompatibilitdt nachweisen. Der ausgepragteste antibakterielle Effekt wurde
bei der 4xCu-TiO,-Schicht beobachtet. Die hierflir beobachteten Werte der Zytokompatibilitat

(mitochondrale Aktivitat und Zellzahl) zeigten sich jedoch vermindert.
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Eine exakte Bestimmung des Kupfergehaltes in den Cu-TiO,-Schichten und der
lonenfreisetzung steht noch aus. Aufgrund der vorher gewonnenen Ergebnisse der
lonenhemmkurven, der Zytokompatibilitdt und des antibakteriellen Effektes der Cu-TiO,-
beschichteten Plattchen ist jedoch anzunehmen, dass die Kupferfreisetzung aus der Schicht
zu einer lonenkonzentration in der Nahrlédsung zwischen 0,15 und 0,23 mmol/l fihrte. Um
diese Annahme zu bestatigen sind weitere werkstoffwissenschaftliche Untersuchungen

notwendig.

Auch unsere Versuche mit einem antibiotikaresistenten Keim, namentlich MRSA 27065, ein
Erreger aus einem Kklinischen Isolat einer Endoprothesen-assoziierten-Infektion, zeigten
einen antibakteriellen Effekt der Cu-TiO2-Schichten. Auch hier war der starkste antibakterielle
Effekt durch die 4xCu-TiO,-Schicht zu verzeichnen. In einer Vielzahl an Fallen steht bei
Implantation bzw. Reimplantation von Endoprothesen kein Antibiogramm zur Verfigung.
Auch dirfen ,andere Erreger®, die zwar nur in ca. 2% der Falle mit Implantatinfektionen
assoziiert werden [26, S. 1419] und resistente Keime nicht ganzlich aul3er Acht gelassen
werden. In diesen Fallen, wie auch im Falle einer MRSA-Infektion, kénnen Metallionen
respektive Kupferionen eine antimikrobielle Wirksamkeit entfalten.

Nichts desto trotz sind auch Resistenzmechanismen von Mikroorganismen gegeniber
Metallionen bekannt [13, S. 198]. Diese Resistenzen kdnnen entweder durch Plasmide oder
Chromosomen ausgebildet werden. Hierbei werden Resistenzmechanismen gegeniber
essentiellen lonen meist durch Chromosomen ausgebildet und sind in der Regel komplexer
als die Mechanismen, welche durch Plasmide vermittelt werden. Bei den durch Plasmide
vermittelten Resistenzmechanismen handelt es sich wiederum meist um Effluxmechanismen
fir toxische lonen [13, S. 199]. Eine Ubersicht der beschriebenen Resistenzmechanismen

von Mikroorgansimen gegenuber Metallionen ist in Tabelle 6.4 gegeben.

- Ausschluss von Metallionen Uber eine Permeabilitadtsbarriere

- Aktiver Transport der Metallionen weg von der Zelle/ dem Mikroorganismus
- Intrazellulare Sequestration der Metallionen durch Bindung an Proteine

- Extrazellulare Sequestration

- Enzymatische Entgiftung des Metallions zur einer weniger toxischen Form

- Reduktion der Sensitivitat von zellularen Bestandteilen gegeniber Metallionen

Tabelle 6.4 Resistenzmechanismen von  Mikroorganismen gegeniiber

Metallionen (nach Bruins et al. [13])

Die Mdglichkeit von Bakterien, Resistenzmechanismen gegenlber Metallionen zu entwickeln
legt also die Vermutung nahe, dass es bei einer haufigen Verwendung von Metallionen als

antimikrobielles Agens zu einer zunehmenden Ausbildung von Resistenzen kommen kann.
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In der Literatur wird Kupfer (II) in einer Konzentration von 0,1 bis 1 mg/l als antimikrobiell
wirksam auf unterschiedliche Organismen beschrieben [106, S. 298]. Bei einer molaren
Masse des Kupfer (lI) von 63,546 g/mol entspricht dies einer Konzentration zwischen 0,16
bis 1,6 mmol/l. In unseren eigenen Untersuchungen wurde der ,threshold“ bei ca. 0,15
mmol/l Uberschritten. Eine sichere Sterilisation war dann durch 0,6 mmol/l Kupfer (II) lonen
gewahrleistet.

Als essentielles lon ist Kupfer allerdings fiir die Balance von Zellen notwendig. Hierbei ist
Kupfer ein integraler Bestandteil von Enzymen oder als Kofaktor fir die Funktion von
Enzymen notwendig. Der menschliche Kérper enthalt zwischen 80-100 mg Kupfer [100, S.
469], wahrend der Kupferbedarf von Mikroorgansimen relativ gering ist und bei
Konzentrationen zwischen 1-10 pM liegt [15, S. 121]. Normalerweise betragen Aufnahme
und Ausscheidung von Kupfer beim Menschen 2-5 mg/Tag [50, S. 459]. Im Blut liegt Kupfer
wiederum vorwiegend in gebundener Form an Albumin und Coeruloplasmin vor. Die
Homeostase erfolgt Uber die Leber, welche die bilidre Kupferelimination reguliert [100, S.
471]. Den genausten Anhalt Gber den Kupfergehalt im Korper liefert eine Leberbiopsie. Die
Bestimmung der Superoxiddismutase in Erythrozyten kann wiederum zur Diagnose eines
Kupfermangels herangezogen werden. Aufgrund der Kupferhomeostase ist die
Kupferplasmakonzentration ein trager Indikator fir einen Kupfermangel [100, S. 471]. Bei
der hepatolentikuldren Degeneration (Morbus Wilson, Kupferspeicherkrankheit) handelt es
sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung infolge einer Mutation des Wilson-
Gens (ATPase 7B-Gen auf Chromosom 13q14,3) [50, S. 459]. Das Wilson Gen kodiert das
Wilson-Protein, eine P-Typ-ATPase mit Kupfertransportfunktion. Durch den Funktionsverlust
kommt es zu einer verminderten bilidren Ausscheidung von Kupfer und einer pathologischen
Kupferspeicherung in Leber und Stammganglien. Weiterhin ist beim M. Wilson das
Coeruloplasmin, das normalerweise 95% des Serumkupfers bindet, stark vermindert. Bereits
im Kindesalter kommt es zu einer Manifestation des M. Wilson als Lebererkrankung und
nach dem 12. Lebensjahr zusatzlich als neurologische Erkrankung [50, S. 459]. Die
hepatische Manifestation des M. Wilson reicht von einer asymptomatischen Erhéhung der
Transaminasen bis zur fulminanten Hepatitis. Das Endstadium bildet die Leberzirrhose.
Neurologisch manifestiert sich der M. Wilson als Parkinsonahnliches Syndrom. Weiterhin
kommt es zu Augensymptomen (Kayser-Fleischer Kornealring), zur Coombs-negativen
hamolytischen Anamie und selten zu Nierenfunktionsstérungen oder Kardiomyopathien [50,
S. 459]. Zur Diagnose werden ein verminderter Coeruloplasmin- und Gesamt-Kupfergehalt
des Plasmas, freies Kupfer und eine erhdhte Kupferausscheidung im Urin herangezogen
[50, S. 459]. Als Therapie wird der Kupferchelatbildner D-Penicillamin verwendet, welcher
am effektivsten die Kupferausscheidung fordert [67, S. 496]. Weiterhin wird eine lebenslange
kupferarme Diat empfohlen [50, S. 460]. Exogen bedingte Kupfervergiftungen werden von
Lillmann et al. [67, S. 496] als nicht vorkommend beschrieben. Kupfersalze wirken in
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verdinnten Ldsungen adstringiernd an Schleimhduten und hemmen damit die eigene
Resorption, héhere Konzentrationen I6sen Erbrechen aus [67, S. 496]. Gunay et al. [38, S.
243] beschrieben jedoch eine Serie von exogenen Kupfervergiftungen. Hier entspricht die
Diagnosestellung auch gleich der Therapie (Vermeidung weiterer Kupferzufuhr) [38, S. 243].
Bei einem potentiellen Einsatz der Cu-Titanoxid Schicht als anti-infektioses Agens auf
metallischen Implantaten muss also in der Anamnese ein M. Wilson des Patienten sicher
ausgeschlossen werden kénnen. Im Zweifel sollte auf eine Applikation der Schicht verzichtet
werden. Aufgrund der dinnen Schichtdicke (ca. 100nm) und der insgesamt geringen
Kupfermenge im Vergleich zum Gesamtkupfergehalt im Koérper ist jedoch beim Gesunden
keine Nebenwirkung zu erwarten.

Anders verhalt es sich bei Silber, welches wie Eingangs bereits erwahnt ein Fremdstoff ohne
bisher erkennbare Wertigkeit als Spurenelement fir den menschlichen Kérper ist [63, S.
237]. Obwohl Silber tUber den Urin und Faeces ausgeschieden wird [63, S. 237] kann es v.a.
bei der Verwendung silberhaltiger Medikamente zur sog. Argyrie kommen [51, S. 109]. Bei
der Argyrie (gr. apyvpog Silber) handelt es sich um Ablagerungen von Silbersalzen, die sich
Uber die gesamte Lebensdauer ansammeln, in Haut, Schleimhaut und verschiedenen
inneren Organen [63, S. 237] welche zur schiefergrauen Verfarbung selbiger fihren [51, S.
109].

Weitere mdgliche Komplikationen in der therapeutischen Verwendung von Kupfer kénnten
dagegen durch Allergien entstehen. In der Dermatologie werden so genannte allergische
Kontaktektzeme beschrieben. Hierbei 16sen Ekzematogene eine Typ-IV-Reaktion aus.
Haufige metallische Kontaktallergene sind Nickelsulfat, Kobaltchlorid [52, S. 329, 87, S.
125], Chrom oder Quecksilber [52, S. 329]. Auch fir Kupfer, wenn jedoch in einem
geringeren MalRe, wurden Immunreaktionen beschrieben. Diese reichen von der
immunologischen Kontakturtikaria, der allergischen Kontaktdermatitis, der systemischen
allergischen Reaktion bis zur Kontaktstomatitis [52, S. 328]. Wenn man aber die weite
Verbreitung des Metalls in Medizin (Intrauterinpessar(lUP)), als Minzgeld, Modeschmuck
und in der Industrie berlcksichtigt, sind eindeutige Berichte Uber die Sensibilisierung durch
das Metall extrem selten. Noch seltener sind Falle, die sich durch eine Kupfersensibilisierung
als klinisch relevant manifestieren [52, S. 328]. Zu einer systemischen Kontaktdermatitis
kann es kommen, wenn Kupferhaltige Implantate oxidiert werden, welches die Freisetzung
von freien Kupferionen zur Folge hat. Diese werden uUber Epithelien absorbiert und auf
hamatogenem oder lymphogenem Wege zu Haut und Schleimhauten transportiert [52, S.
331]. Hier werden die Allergene von Antigenprasentierenden Zellen abgefangen und
daraufhin von T-Zellen erkannt, welche die Bildung von Zytotoxischen Lymphozyten und
Zytokinen triggern [52, S. 331]. Dies mobilisiert Neutrophile und Eosinophile, welche eine
Dilatation und eine erhdhte Permeabilitdt von Kapillaren bewirken. Die Folge ist dann die
Ausbildung eines Ekzems [52, S. 331]. IUP’s und Dentalimplantate scheinen in der Medizin
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das hochste Kupfersensibilisierungspotential zu haben [52, S. 331]. In der Orthopadie
konnen Implantatallergien wiederum die Versagensursache von Dbeispielsweise
Knieendoprothesen darstellen [4, S. 900]. Bereits mit Einbringen der Implantatmaterialien
wird ein Entzindungsreiz gesetzt, wobei Intensitat und Verlauf der Immunantwort von der
Reaktionsbereitschaft und materialbedingten Faktoren wie Toxizitdt, Korrosions- und
VerschleiRverhalten oder Funktionsanpassung abhangen [105, S.60]. Kupfer wird als
weitgehend resistent gegeniber Korrosion beschrieben. Humanes Plasma oder Serum sind
allerdings &ufRerst korrodierende physiologische Medien und kdénnen so einen
entscheidenden Einfluss auf die Entstehung einer systemischen Immunisierungsreaktion
haben [52, S. 329]. Edelstahl oder Kobalt-Chrom-Legierungen, wie sie fiur orthopadische
Implantate verwendet werden, enthalten klassische Kontaktallergene wie Nickel, Chrom oder
Kobalt [105, S. 60]. Auch Knochenzement enthalt Bestandteile (Acrylate, N,N-Di-methyl-p-
Toluidin, Benzoylperoxid, Hydrochinon oder Gentamicin) die als mogliche Kontaktallergene
in Frage kommen [104, S. 956]. Sowohl bei Verdacht auf eine knochenzementbedingte
Implantatunvertraglichkeit [104, S. 958] als auch bei Verdacht auf eine
Metallunvertraglichkeit [105, S. 63] gehort zur allergologischen Abklarung ein Epikutantest.
Ein entsprechender Epikutantest konnte auch bei dem Verdacht auf eine Kupferallergie
durchgefihrt werden [52, S. 330].

Bezlglich einer prolongierten Freisetzungskinetik von Kupfer aus den Cu-TiO,-Schichten
wurde eine besonders ausgepragte antibakterielle Wirksamkeit in den ersten 24h
beobachtet. Anhand der eigenen bakteriellen Ergebnisse nimmt die Freisetzung aus der
Schicht nach 24 Stunden relativ rasch ab. Auch hier kdnnte man in weiteren Versuchen eine
Kupferbestimmung durchfihren, um die Kupferfreisetzung aus den Schichten zu
quantifizieren. Da der Zeitpunkt der Implantation mit dem so genannten ,Race for the
surface” Uber ,das kinftige Schicksal des Implantats® [36, S. 107] entscheidet, mag aber
gerade die von uns angenommene Freisetzungskinetik (Freisetzungsmaximum in den ersten

24h) ein Positivum darstellen.

Alles in allem lassen die gewonnenen Ergebnisse durchaus auf eine klinische Etablierbarkeit
der TiO,-Schicht schlieRen. Im Besonderen, da es bisher zwar eine Reihe an viel
versprechenden Ansatzen, aber noch keine endgultige Lésung des Problems der Implantat-
assoziierten Infektionen gibt. Aufgrund der Erfahrungen mit ionenbasiernten Beschichtungen,
welche sich als in vitro zytokompatibel mit antibakteriellem Effekt erwiesen haben [9, S. 892,
54, S. 524] und dem Ausbleiben der klinischen Wirksamkeit [71, S. 602] oder dem Auftreten
von Komplikationen [56, S. 1055, 99, S. 789] welche auch in Verbindung mit der Wirkung
der lonen gebracht werden kénnen [56, S. 1059], mussen jedoch vor klinischer Einfihrung

der Cu-TiO2-Schicht noch eine Reihe an Tests durchgefihrt werden.
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7. Zusammenfassung

Implantat-assoziierte Infektionen stellen in Orthopadie und Unfallchirurgie ein zentrales
Problem dar und flihren zu schwerwiegenden Komplikationen. Um die Inzidenz von
Implantat-assozierten Infektionen zu verringern, werden neue Strategien und antiinfektiése
Oberflachen entwickelt und optimiert. lonen als antimikrobielle Agenzien sind schon seit
langer Zeit bekannt und finden zum Teil auch heute klinische Anwendung. Mit der
Entwicklung einer TiO,-Schicht fir medizinische Implantate hat das Friedrich-Baur-Institut
eine Beschichtung fur Biomaterialien geschaffen, welche zunachst durch die Vergréferung
der ubiquitar auf Titan-Implantaten vorkommenden TiO,-Schicht zu einer Verbesserung der
Biokompatibilitat und des Einwachsverhaltens fiihren sollte. Zuséatzlich besteht jedoch die
Madglichkeit, sie mit Metallionen als antibakterielles oder vielmehr antimikrobielles Agens zu
beladen. Da die Beschichtung im Sol-Gel-Verfahren hergestellt und tber Tauchvorgéange
appliziert wird, besteht die Mdglichkeit, auch komplexe und strukturierte Implantate zu
beschichten und mehrere Lagen der potenziell antiinfektidsen Schicht aufzubringen und
folglich auch eine héhere Konzentration des antiinfektidsen Agens aufzutragen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst die antibakterielle Potenz verschiedener
Metallionen und Metallionen-Kombinationen zu untersuchen. Durch das Friedrich-Baur-
Institut wurden korrespondierende Versuche zur Zytokompatibilitdt der gleichen Metallionen
durchgefihrt. Weiterhin wurden mit Kupfer beladene TiO,-beschichtete Plattchen (TiAlgV4)
auf ihre antibakterielle Potenz untersucht. Parallel wurden wiederum Versuche durch das FBI
zur Zytokompatibilitat der gleichen Plattchen durchgefihrt.

Die starkste antibakterielle Wirksamkeit zeigte Quecksilber, jedoch gleichzeitig auch die
starkste Zytotoxizitat in bereits geringen Konzentrationen. Kupfer hingegen fiihrte bei der
LDso Reduktionsrate, welche zur Abtétung der Halfte der untersuchten Gewebezellen fiihrte,
zu einer deutlich Gberproportionalen Hemmung des bakteriellen Wachstums und offenbarte
das weitaus gunstigste Verhaltnis zwischen Zytokompatibilitdt und antibakterieller
Wirksamkeit. Obwohl derzeit haufig Silberionen Verwendung in medizinischen Applikationen
finden, scheint Kupfer bezlglich seiner vermeintlich geringen Zytotoxizitdt und hierbei
deutlich héheren antibakteriellen Potenz zur Integration in medizinische Implantate auflerst
geeignet. Bei den untersuchten Metallionen-Kombinationen konnte kein synergistischer
Effekt nachgewiesen werden. Fur die weiteren Versuche mit den beschichteten Plattchen
wurde somit Kupfer als einziges antibakterielles Agens in die TiO,-Schicht integriert.

Die Untersuchungen zur Zytokompatibilitdt sowie antibakteriellen Wirksamkeit der TiO,-
Schicht wurden mit unbeschichteten und beschichteten TiAlgV, Plattchen durchgefihrt.
Durch mehrfache Tauchvorgange wahrend des Herstellungsprozesses lagen mit TiO,, 1xCu-
TiO,, 2xCu-TiO,, 3xCu-TiO, und 4xCu-TiO, beschichtete Platichen vor. Im Vergleich zu den
unbeschichteten Plattchen konnte fir die TiOs-beschichteten Plattchen ohne
Kupferintegration keine antibakterielle Wirksamkeit nachgewiesen werden. Fur alle Kupfer-

TiO, beschichteten Plattchen konnte jedoch ein signifikanter antibakterieller Effekt
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nachgewiesen werden. Der beobachtete Effekt war am ausgepragtesten bei der 4xCu-TiO,
Beschichtung. Auch bei einem antibiotikaresisten MRSA konnte der antibakterielle Effekt der
Kupfer-TiO, Beschichtung nachgewiesen werden. Bei eigens durchgefiihrten
Langzeituntersuchungen zeigte sich ein Freisetzungspeak der lonen aus der TiO2-Schicht in
den ersten 24 Stunden, mit kontinuierlicher Freisetzung Giber mehrere Tage.

In den vergleichenden, durch das Friedrich-Baur-Institut durchgefihrten Versuchen zur
Zytokompatibilitat der Plattchen konnte eine statistisch signifikante Verbesserung der
Zytokompatibilitdt durch die TiO,-Beschichtung festgestellt werden. Auch fiir die einfachen
Cu-TiO,-beschichteten Plattchen fand sich noch eine verbesserte Zytokompatibilitat,
wahrend Schichten mit dem héchsten Kupfergehalt zytotoxisch wirkten.

Kupfer zeigte sich von den von uns untersuchten lonen am besten als antibakterielles Agens
fir medizinische Implantate geeignet. Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse
bezlglich eines deutlichen antibakteriellen Effektes bei gleichzeitig erhaltener
Zytokompatibilitdt scheint die Applikation einer mit Kupfer beladenen TiO,-Schicht auf
medizinische Implantate, wie beispielsweise Prothesen in der Tumor- oder
Revisionschirurgie, als neuer antimirkrobieller Ansatz mdglich. Durch Modifikation des
Kupfergehaltes kdnnte je nach Infektionsrisiko eine mafRgeschneiderte Oberflaiche — mit

Wirksamkeit gegen antibiotikaresistente Keime — aufgebracht werden.
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infizierter und keimfreier Nahrlésung [S. aureus ATCC 25923/RPMI
1640 + 10% FBS]

Wachstum von S. aureus ATCC 25923 auf der Oberflache von TiO,-
beschichteten sowie unbeschichteten TiAlgV,4-Plattchen sowie im
Uberstand von RPMI 1640

Wachstum von S. aureus ATCC 25923 auf der Oberflache von TiO,-
beschichteten sowie unbeschichteten TiAlgV,4-Plattchen sowie im
Uberstand von a-MEM

Wachstum von MRSA 27065 auf der Oberflache von TiOz-beschichteten
sowie unbeschichteten TiAlgV,-Plattchen sowie im Uberstand von RPMI
1640

Wachstum von S. aureus ATCC 25923 im Uberstand von RPMI 1640 +
10% FBS nach 24h, 72h, 120h und 168h

Wachstum von S. aureus ATCC 25923 im Uberstand von RPMI 1640 +
10% FBS nach 1, 3 und 5 Tagen

Wachstum von S. aureus ATCC 25923 auf beschichteten sowie
unbeschichteten TiAlgV4-Plattchen nach 168h Inkubation
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Abbildung 6.1

Abbildung 6.2
Abbildung 6.3

Abbildung 6.4

Zellzahl der L929 Fibroblasten bei steigenden Konzentrationen von 70
Metallionen [47]

Effekte der Kombinationstherapie von Chemotherapeutik [61] 73
Wachstum und mitochondrale Aktivitat der Osteoblastenahnlichen 76
MC3T3-E1 Zellen im Nahrmedium beschichteter sowie unbeschichteter
TiAlgV,-Plattchen [47]

REM-Aufnahmen von MC3T3-E1 Zellen auf unbeschichteten TiAlgV4- 77
Plattchen (a), TiO,—beschichteten TiAlgV4-Plattchen (b), 1xCu-TiO,-
beschichteten TiAlgVs-Plattchen (c) und 4xCu-TiO2-beschichteten
TiAlgV4-Plattchen (d) [47]
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10. Anhang

10.1 Antibakterielle Potenz einzelner Metallionen (Kapitel 5.1)

Gerundete Konzentration Exakte Konzentration
0 0
0,005 0,00495495
0,006 0,00590808837924
0,01 0,00990991
0,02 0,01981982
0,03 0,029544189
1/30 0,03303303
0,05 0,04954955
0,06 0,059088379
1/15 0,06606607
0,1 0,0990991
0,15 0,147720948
0,2 0,1981982
0,25 0,24774775
0,3 0,295441896
1/3 0,33033032
0,4 0,3963964
0,5 0,4954955
0,6 0,590883792
1 0,99099099
3 2,954418962
5 4,4954955
10 9,9099099
20 19,811982
40 39,633964

Tabelle 10.1

Gegeniiberstellung

der gerundeten lonenkonzentrationen

[Gerundete Konzentration] und der exakten lonenkonzentrationen

[Exakte Konzentration] beide in [mmol/l] in der infizierten

Nahrlésung
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10.2 Antibakterielle Potenz von Silberionen (Kapitel 5.1.1)

[%]
Ag+ [mmol/l] 0 0,01 0,05 0,1 0,2
Probe 1 170 91 1,5 0 0
2 97 130 19 4,3x10° 0
3 40 130 54 0 0
4 67 100 67 0,013 0
5 100 190 160 0,026 0
6 120 100 43 0,038 0
Mittelwert 100 120 50 0,013 0
Standardabweichung 46 36 60 0,015 0

Tabelle 10.2: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent
[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Silberionen-Konzentrationen [ mmol/l]

10.3 Antibakterielle Potenz von Quecksilberionen (Kapitel 5.1.2)

[%]
Hg+ [mmol/l] 0 0,01 0,025 1/30 0,05
Probe 1 82 3,1 0 0 0
2 190 11 0 0 0
3 210 22 0 0 0
4 66 1 1,0x10™ 0 0
5 37 12 0,35 2,0x10™ 0
6 15 16 0,45 0 0
Mittelwert 100 11 0,13 3,4x10° 0
Standardabweichung 81 8 0,21 8,3x10” 0

Tabelle 10.3: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent
[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Quecksilberionen-Konzentrationen [ mmol/l]
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10.4 Antibakterielle Potenz von Aluminiumionen (Kapitel 5.1.3)

[%]

Al+ [mmol/l] 0 1 5 10 20 40

Probe 1 130 140 110 0,28 0 0

2 120 120 120 1,2 0 0

3 130 110 120 2,4 0 0

4 48 340 280 0,73 0 0

5 100 390 340 0,26 0 0

6 60 240 280 2,7 0 0

Mittelwert 100 220 210 1,3 0 0

Standardabweichung 37 120 100 1,1 0 0
Tabelle 10.4: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent

[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Aluminiumionen-Konzentrationen [mmol/l]

10.5 Antibakterielle Potenz von Zinkionen (Kapitel 5.1.4)

[%]

Zn+ [mmol/l] 0 0,1 0,5 1 2,5 5 10 20
Probe 1 140 44 1,9 0,62 0,038 | 2,7x107 0 0
2 190 18 1 0,54 0,031 | 6,1x107 0 0

3 130 5 0,78 0,39 0,05 6,3x107 0 0

4 42 5 0,37 0,34 0,05 7,4x10° | 1,3x10™ 0

5 53 1,3 0,46 0,41 0,013 | 7,7x10° | 1,3x10™ 0

6 46 0,63 0,33 0,42 0,031 | 5,5x10° | 6,3x10° 0
Mittelwert 100 5,8 0,81 0,45 0,036 6x10° | 52x10° 0
SA 61 6,4 0,6 0,1 0,014 | 1,8x10° | 6,2x10° 0

Tabelle 10.5: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent

[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Zinkionen-Konzentrationen [ mmol/l]
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10.6 Antibakterielle Potenz von Kobaltionen (Kapitel 5.1.5)

[%]
Co+ [mmol/l] 0 0,005 0,01 1/30 0,05 1/15
Probe 1 67 100 140 88 100 130
2 130 120 120 94 98 99
3 110 55 65 53 94 140
4 180 37 50 74 56 100
5 74 51 37 37 56 130
6 37 37 74 74 61 83
Mittelwert 100 67 81 70 78 110
Standardabweichung 53 35 40 22 23 22
[%]
Co+ [mmol/l] 0,1 0,2 0,25 1/3 0,4 0,5
Probe 1 110 6,3 0,366 0 0 0
2 320 35 0,74 0,0148 0 0
3 190 0,74 1,48 3,7x10° | 4,81x10° 0
4 120 3,7 0 0,0592 0 0
5 12 20 0,0259 1,11 0 0
6 92 41 3,7x107 0,2 3,7x107 0
Mittelwert 140 12 0,436 0,231 1,42x107 0
Standardabweichung 100 13 0,588 0,437 2,22x10° 0

Tabelle 10.6: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent
[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Kobaltionen-Konzentrationen [mmol/l]

10.7 Antibakterielle Potenz von Kupferionen (Kapitel 5.1.6)

[%]

Cu++ [mmol/l] 0 0,006 0,03 0,06 0,15 0,3 0,6 3

Probe 1 86 79 75 41 0,13 0 0 0

2 73 88 79 65 0,11 0 0 0

3 77 73 77 53 0,29 0 0 0

4 88 81 83 69 0,055 0 0 0

5 71 83 77 77 0,057 | 2x10° 0 0

6 79 71 86 67 0,1 0 0 0

7 81 45 43 28 0 0 0 0

8 240 100 83 39 3,9x107 0 0 0

9 110 28 180 29 2x10° | 2x10° 0 0

Mittelwert 100 72 87 52 0,084 | 4,4x10™ 0 0

SA 52 23 38 18 0,93 |8,7x10™ 0 0
Tabelle 10.7: Wachstumshemmung von S. epidermidis ATCC 35984 in Prozent

[%] nach 24-stiindiger Inkubation unter Zugabe unterschiedlicher

Kupfer-Konzentrationen [ mmol/l]
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10.8 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber- und

Kupferionen (Kapitel 5.2.1)

[KBE/mI]
Hg+ [%] 0 20 40 50 60 80 100
Cu+ [%] 100 80 60 50 40 20 0
Probe 1 9,6x10° | 4,4x10° 1x10° 1x10° 6x10° 5,8x10" 3x10*
2 7,0x10° | 3,4x10° | 3,4x10° 1x10° 8x10° 3,6x10° 1,6x10°
3 3,8x10° | 2,6x10° | 3,4x10° 8x10° 2x10° 3,6x10° | 7,6x10"
4 1,6x10" | 3,6x10° | 2,2x10° | 1,6x10° | 1,2x10° 2x10? 520
5 1,7x10" | 52x10° | 3,2x10° | 1,8x10° 1x10° 1,8x10° | 4,2x10°
6 1,7x10" | 1,7x10" | 1,4x10° 2x10° 1,4x10° 6x10° 4x10"
Mittelwert 1,2x10" 6x10° | 2,4x10° | 1,4x10° | 6,6x10° | 1,6x10° | 4,9x10°
SA 5,6x10° | 5,4x10° | 1,1x10° 5x10° 43x10° | 1,6x10° | 5,5x10°
Tabelle 10.8: Errechnete KBE/ml [KBE/mI] von S. epidermidis ATCC 35984

nach 24-stiindiger Inkubation unterschiedlicher Quecksilber- und

Kupferionen-Kombinationen [ %]

10.9 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Quecksilber- und

Silberionen (Kapitel 5.2.2)

[KBE/mI]
Hg+ [%] 0 20 40 50 60 80 100
Ag+ [%] 100 80 60 50 40 20 0
Probe 1 3,4x10° | 1,8x10° | 1,4x10° | 5,5x10° | 2,6x10° | 1,5x10° 5,6x10"
2 4,6x10° | 7,6x10° 4x10° 57x10° | 4,6x10° | 6,2x10° | 4,4x10°
3 3x10° 8,4x10° 1x10° 3x10° 2,1x10° | 4,2x10° 1x10*
4 1,3x10° | 5,6x10° | 1,1x10° | 3,6x10° | 2,6x10° | 1,2x10° 6,3x10°
5 1x10" 2x10° 1,1x10° | 9,6x10° | 3,4x10° | 4,4x10° 1,6x10°
6 21x10° | 4,6x10° | 1,3x10° | 4,6x10° | 5,8x10° | 1,6x10° 1,9x10°
Mittelwert 6x10° 4,2x10° | 1,1x10° | 5,3x10° | 3,5x10° | 5,8x10° | 1,8x10°
SA 4,4x10° | 3,3x10° | 3,5x10° | 2,3x10° | 1,4x10° | 6,5x10° | 2,3x10°
Tabelle 10.9: Errechnete KBE/ml [KBE/mI] von S. epidermidis ATCC 35984

nach 24-stiindiger Inkubation unterschiedlicher Quecksilber- und

Silberionen-Kombinationen [ %]
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10.10 Bakterielle Wachstumshemmung durch die Kombination von Silber- und

Kupferionen (Kapitel 5.2.3)

[KBE/mI]
Ag+ [%] 0 20 40 50 60 80 100
Cu+ [%] 100 80 60 50 40 20 0
Probe 1 2,8x10° | 1,5x10° | 4x10? 2,2x10* 8x10° 840 160
2 2,2x10° 2x10° | 4,8x10* | 2,4x10° 8x10° 700 300
3 2x10° 1,6x10° | 5,2x10* | 2,4x10* | 6,0x10° 560 280
4 9,2x10° 4x10° 3x10° 1,8x10° | 6,0x10° | 9,6x10° 840
5 3x10° 4,8x10° | 2,6x10° | 2,6x10° | 1,2x10° 7x10° 400
6 46x10° | 2,8x10° | 2,6x10° | 2,6x10° | 2,2x10° | 4,6x10" 1x10*
Mittelwert 2,9x10° 2x10° | 1,4x10° | 1,2x10° | 6,7x10° 3x10° 2x10°
SA 3,6x10° | 2,1x10° | 1,5x10° | 1,3x10° | 8,9x10° | 4,4x10° | 3,9x10°
Tabelle 10.10: Errechnete KBE/ml [KBE/mI] von S. epidermidis ATCC 35984

nach 24-stiundiger

Kupferionen-Kombinationen [ %]
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10.11 Adhéasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI 1640 +

10% FBS liber 24 Stunden (Kapitel 5.3.1)

Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 40 13 0 0,02 3,2x10™ 2x107
2 45 31 0,1 0,018 1,110 1x10”
3 45 2,6 21 8x10™ 5,1x10” 1x10”
4 130 240 29 2,5 0,25 4,1x10'5
5 150 240 18 55 0,2 1x10™
6 180 61 34 1,5 0,24 9,9x10™
[%]
Mittelwert 100 99 17 1,6 0,12 6,8x1 0*
SA 64 110 14 2,2 0,13 5,1x1 0*
Tabelle 10.11: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-
stindiger Inkubation mit verschiedenartig beschichteten
Plittchen im Uberstand der Nahrlésung
Anhaftend Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 31 28 0,014 5,6x10” 2,8x10° 0
2 8,6 22 0,05 0,011 0 0
3 140 21 0,019 2,8x10'3 8,4x10'3 0
4 140 120 60 11 11 0
5 250 260 46 3,1 3,9 0
6 31 170 38 3,9 0,56 0
[%]
Mittelwert 100 100 24 1,3 0,93 0
SA 93 96 27 1,7 1,5 0
Tabelle 10.12: Errechnete KBE/cm? [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-

stundiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

beschichteten

Plattchen, anhaftend an die Plattchen nach Ablésung durch
Ultraschall
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 1 6 7,67 46,00 | Mann-Whitney U 11,000
2 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 z -1,125
Asymp. Sig. (2- ,261

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.13: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il lll, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen]. Testkeim: S. aureus
ATCC 25923, Ndhrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 2 6 7,75 46,50 | Mann-Whitney U 10,500
3 6 5,25 31,50 Wilcoxon W 31,500
Total 12 Z -1,205
Asymp. Sig. (2- ,228

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,240°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,17 55,00 | Mann-Whitney U 2,000
4 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 Z -2,567
Asymp. Sig. (2- ,010

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 7,67 46,00 | Mann-Whitney U 11,000
6 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 Z -1,123
Asymp. Sig. (2- ,261

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.14: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-

TiO.] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO;]. Testkeim: S. aureus
ATCC 25923, Ndhrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 3 6 8,50 51,00 | Mann-Whitney U 6,000
4 6 4,50 27,00 Wilcoxon W 27,000
Total 12 z -1,922
Asymp. Sig. (2- ,055

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,065°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 8,50 51,00 | Mann-Whitney U 6,000
5 6 4,50 27,00 Wilcoxon W 27,000
Total 12 z -1,922
Asymp. Sig. (2- ,055

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0657

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,17 55,00 | Mann-Whitney U 2,000
6 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 z -2,567
Asymp. Sig. (2- ,010

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0097

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 7,83 47,00 | Mann-Whitney U 10,000
5 6 517 31,00 Wilcoxon W 31,000
Total 12 z -1,281
Asymp. Sig. (2- ,200

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,240°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 8,67 52,00 | Mann-Whitney U 5,000
6 6 4,33 26,00 Wilcoxon W 26,000
Total 12 z -2,085
Asymp. Sig. (2- ,037

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,041°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.15: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI
[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV
[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI. Testkeim: S.
aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm”] 1 6 5,50 33,00 | Mann-Whitney U 12,000
2 6 7,50 45,00 Wilcoxon W 33,000
Total 12 z -,964
Asymp. Sig. (2- ,335

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,394°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 1 6 8,00 48,00 | Mann-Whitney U 9,000
3 6 5,00 30,00 Wilcoxon W 30,000
Total 12 z -1,446
Asymp. Sig. (2- ,148

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,089
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.16: Statistische Auswertung [KBEIcmz] der Gruppe | [TiAlgV4]

gegeniiber den Gruppen Il, Ill, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen
Beschichtungen]. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium:
RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm®] 2 6 8,33 50,00 | Mann-Whitney U 7,000
3 6 4,67 28,00 Wilcoxon W 28,000
Total 12 z -1,761
Asymp. Sig. (2- ,078

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,093°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 5 6 9,00 54,00 | Mann-Whitney U 3,000
6 6 4,00 24,00 Wilcoxon W 24,000
Total 12 z -2,678
Asymp. Sig. (2- ,007

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,015%

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.17: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe Il [TiO,]
gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-TiO;] gegenuber der

Gruppe VI

[4xCu-TiO;].

Nahrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm?] 3 6 8,00 48,00 | Mann-Whitney U 9,000
4 6 5,00 30,00 Wilcoxon W 30,000
Total 12 V4 -1,441
Asymp. Sig. (2- ,150

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 3 6 8,00 48,00 | Mann-Whitney U 9,000
5 6 5,00 30,00 Wilcoxon W 30,000
Total 12 V4 -1,441
Asymp. Sig. (2- ,150

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 4 -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 4 6 7,08 42,50 | Mann-Whitney U 14,500
5 6 5,92 35,50 Wilcoxon W 35,500
Total 12 z -,563
Asymp. Sig. (2- 573

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 4 -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.18: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe lll [1xCu-TiO,]

gegeniiber den Gruppen IV, V und VI [mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe IV [2xCu-TiO.] gegeniiber den
Gruppen V und VI. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium:
RPMI 1640 + 10% FBS.
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10.12 Adhasions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in o.-MEM + 20 %
FBS liber 24 Stunden(Kapitel 5.3.2)

Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 110 69 14 41 0,12 1,4x10'5
2 90 68 16 11 0,5 6,9x10'4
3 120 48 28 11 0,5 6,9x10™
4 90 160 90 25 40 2,8x10°
5 100 97 62 1,6 3,7 6,9x10'4
6 83 130 76 14 2,1 6,7x10™
[%]
Mittelwert 100 95 48 5,6 1,8 4,6x1 0*
SA 16 43 33 5,3 1,7 3,4x10™
Tabelle 10.19: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-
stiindiger Inkubation mit verschiedenartig beschichteten
Pliattchen im Uberstand der Nihrlésung (o-MEM + 20 % FBS)
Anhaftend Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 95 170 44 1,3 0,14 0
2 84 55 33 1,7 0,63 0
3 84 150 17 9,0 1,5 0
4 63 73 29 0,63 11 0
5 150 150 27 1,9 2.1 0
6 130 36 25 8 0,84 0
[%]
Mittelwert 100 100 29 3,8 1 0
SA 31 56 9 3,7 0,68 0
Tabelle 10.20: Errechnete KBE/cm? [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-

stundiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

beschichteten

Plattchen, anhaftend an die Plattchen nach Ablésung durch
Ultraschall (Inkubation in a-MEM + 20 % FBS)
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 1 6 8,33 50,00 | Mann-Whitney U 7,000
2 6 4,67 28,00 Wilcoxon W 28,000
Total 12 z -1,777
Asymp. Sig. (2- ,076

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,093°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,17 55,00 | Mann-Whitney U 2,000
3 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 z -2,580
Asymp. Sig. (2- ,010

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.21: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il llI, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen]. Testkeim: S. aureus
ATCC 25923, Ndhrmedium: a.-MEM + 20 % FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 2 6 7,75 46,50 | Mann-Whitney U 10,500
3 6 5,25 31,50 Wilcoxon W 31,500
Total 12 z -1,205
Asymp. Sig. (2- ,228

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,240°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.22: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-

TiO.] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO;]. Testkeim: S. aureus
ATCC 25923, Ndhrmedium: a.-MEM + 20 % FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 3 6 9,42 56,50 | Mann-Whitney U ,500
4 6 3,58 21,50 Wilcoxon W 21,500
Total 12 z -2,807
Asymp. Sig. (2- ,005

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 8,08 48,50 | Mann-Whitney U 8,500
5 6 4,92 29,50 Wilcoxon W 29,500
Total 12 z -1,5627
Asymp. Sig. (2- 27

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,132°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.23: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI
[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV
[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI. Testkeim: S.
aureus ATCC 25923, Nahrmedium: a-MEM + 20 % FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm”] 1 6 6,08 36,50 | Mann-Whitney U 15,500
2 6 6,92 41,50 Wilcoxon W 36,500
Total 12 z -,407
Asymp. Sig. (2- ,684

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,699°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,083
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.24: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe | [TiAlgV,]

gegeniiber den Gruppen Il, Ill, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen
Beschichtungen]. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium:

o-MEM + 20 % FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/cm?] 2 6 9,33 56,00 | Mann-Whitney U 1,000
3 6 3,67 22,00 Wilcoxon W 22,000
Total 12 Z -2,741
Asymp. Sig. (2- ,006

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,004%

tailed Sig.)]
[KBE/cmZ] 2 6 9,50 57,00 Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 V4 -2,903
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027

tailed Sig.)]
[KBE/cmZ] 2 6 9,50 57,00 Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 V4 -2,903
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,102
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 5 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Z -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.25: Statistische Auswertung [KBEIcmz] der Gruppe [TiO2]
gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-TiO;] gegenuber der

Gruppe VI

[4xCu-TiO;].

Nahrmedium: a-MEM + 20 % FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/cm?] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 4 6 8,08 48,50 | Mann-Whitney U 8,500
5 6 4,92 29,50 Wilcoxon W 29,500
Total 12 z -1,5624
Asymp. Sig. (2- ,128

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,132°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -3,077
Asymp. Sig. (2- ,002

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.26: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe lll [1xCu-TiO,]

gegeniiber den Gruppen IV, V und VI [mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe IV [2xCu-TiO.] gegeniiber den
Gruppen V und VI. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium:

o-MEM + 20 % FBS.
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10.23 Adhéasions-/Proliferationsversuche mit MRSA 27065 und RPMI 1640 + 10% FBS
tiber 24 Stunden (Kapitel 5.3.2)

Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 190 180 16 14 0,057 1,9x1 0

2 100 100 15 19 9,3 1,4x10™
3 190 140 14 8,7 0,26 0
4 47 43 7,9 9,3 0 0
5 40 34 5,9 9,3 0 1,7x107
6 37 58 8,5 11 0 9,3x1 0°
[%]
Mittelwert 100 93 11 12 1,6 5,9x10°
SA 71 58 4,2 3,9 3,8 8,3x10”
Tabelle 10.27: Errechnete KBE/ml [%] von MRSA 27065 nach 24-stiindiger
Inkubation mit verschiedenartig beschichteten Plattchen im
Uberstand der Nihrlésung
Anhaftend Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 140 71 4.4 9,9 4,6x10° 4,6x10°
2 230 80 8,3 7.4 7,6 0
3 140 320 5,5 32 0,15 4,6x10'3
4 15 46 11 7.8 4,6x10° 0
5 68 37 2,5 2,5 0 0
6 9,7 31 3,7 8,3 0 6,9x10'3
[%]
Mittelwert 100 97 6,0 11 1,3 2,7x1 0°
SA 85 110 3,3 11 3,1 3,1x10”
Tabelle 10.28: Errechnete KBE/cm? [%] von MRSA 27065 nach 24-stiindiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

beschichteten

Plattchen,

anhaftend an die Plattchen nach Ablésung durch Ultraschall

116



Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 1 6 7,25 43,50 | Mann-Whitney U 13,500
2 6 5,75 34,50 Wilcoxon W 34,500
Total 12 z -, 723
Asymp. Sig. (2- 470

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.29: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il lll, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen].

27065, Nahrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,903
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 7,00 42,00 | Mann-Whitney U 15,000
6 6 6,00 36,00 Wilcoxon W 36,000
Total 12 V4 -,498
Asymp. Sig. (2- ,618

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,6997

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.30: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-
TiO.] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO;]. Testkeim: MRSA
27065, Nahrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics”

Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks

[KBE/mI] 3 6 5,92 35,50 | Mann-Whitney U 14,500
4 6 7,08 42,50 Wilcoxon W 35,500
Total 12 z -,562
Asymp. Sig. (2- 574

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°7

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,00 54,00 | Mann-Whitney U 3,000
S 6 4,00 24,00 Wilcoxon W 24.000
Total 12 z -2,419
Asymp. Sig. (2- ,016

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,015%

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,17 55,00 | Mann-Whitney U 2,000
5 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 z -2,599
Asymp. Sig. (2- ,009

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0097

tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.31: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV
[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI. Testkeim: MRSA
27065, Nahrmedium: RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm”] 1 6 6,67 40,00 | Mann-Whitney U 17,000
2 6 6,33 38,00 Wilcoxon W 38,000
Total 12 V4 -,160
Asymp. Sig. (2- ,873

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 9,33 56,00 | Mann-Whitney U 1,000
3 6 3,67 22,00 Wilcoxon W 22,000
Total 12 z -2,727
Asymp. Sig. (2- ,006

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0047

tailed Sig.)]
[KBE/cm”] 1 6 9,08 54,50 | Mann-Whitney U 2,500
4 6 3,92 23,50 Wilcoxon W 23,500
Total 12 z -2,491
Asymp. Sig. (2- ,013

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,898
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,913
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.32: Statistische Auswertung [KBEIcmz] der Gruppe | [TiAlgV4]

gegeniiber den Gruppen Il, Ill, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen
Beschichtungen]. Testkeim: MRSA 27065, Nihrmedium: RPMI

1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cmZ] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,17 55,00 | Mann-Whitney U 2,000
4 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 z -2,562
Asymp. Sig. (2- ,010

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0097

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U 1000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Y4 -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 5 6 7,33 44,00 | Mann-Whitney U 13,000
6 6 5,67 34,00 Wilcoxon W 34,000
Total 12 z -,846
Asymp. Sig. (2- ,397

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.33: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe Il [TiO,]
gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-TiO;] gegenuber der
Gruppe VI [4xCu-TiO;]. Testkeim: MRSA 27065, Nahrmedium:
RPMI 1640 + 10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm”] 3 6 5,50 33,00 | Mann-Whitney U 12,000
4 6 7,50 45,00 Wilcoxon W 33,000
Total 12 z -,964
Asymp. Sig. (2- ,335

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,394°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 3 6 8,83 53,00 | Mann-Whitney U 4,000
5 6 417 25,00 Wilcoxon W 25,000
Total 12 z -2,250
Asymp. Sig. (2- ,024

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,026°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]
[KBE/cmZ] 4 6 9,17 55,00 Mann-Whitney U 2,000
5 6 3,83 23,00 Wilcoxon W 23,000
Total 12 z -2,571
Asymp. Sig. (2- ,010

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U .000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,908
Asymp. Sig. (2- ,004

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.34: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe lll [1xCu-TiO,]

gegeniiber den Gruppen IV, V und VI [mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe IV [2xCu-TiO.] gegeniiber den
Gruppen V und VI. Testkeim: MRSA 27065, Nahrmedium: RPMI

1640 + 10% FBS.
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10.24 Adhésions-/Proliferationsversuche mit S. aureus ATCC 25923 in RPMI 1640
+10% FBS liber 7 Tage(Kapitel 5.3.3)

Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 65 110 11 0,32 0,011 0
2 81 150 21 0,16 4,2x10™ 1,2x107
3 97 56 20 3,1 0,27 0
4 81 65 39 0,81 0,84 1,1x10°
5 180 97 37 0,41 1 1,6x107
6 97 110 36 42 16 2,6x10°
[KBE/mI]
Mittelwert 100 99 27 7,8 3.1 1,1E-03
SA 40 34 12 17 6,5 1,0E-03
Tabelle 10.35: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 24-
stiindiger Inkubation mit verschiedenartig beschichteten
Plittchen im Uberstand der Nahrlésung
Tag 3
Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAI6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO;, | 4xCu- TiO,
Probe1 120 12 61 11 0,73 0
2 120 98 49 11 34 0,98
3 98 150 150 24 37 9,8x10'5
4 73 61 86 12 17 0,73
5 86 37 73 11 15 3,2
6 98 73 98 61 16 0,11
[KBE/mI]
Mittelwert 100 71 86 20 20 0,83
SA 20 47 35 21 13 1,2
Tabelle 10.36: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 72

stundiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

Plittchen im Uberstand der Nahrlésung
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Tag 5

Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAl6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
Probe1 12 84 160 48 36 24
2 72 170 60 48 12 26
3 130 600 60 72 96 36
4 130 170 240 240 140 13
5 110 200 110 130 120 13
6 140 96 48 180 12 13
[KBE/ml]
Mittelwert 100 220 110 120 70 21
SA 50 190 75 79 58 9,5
Tabelle 10.37: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 120
stindiger Inkubation mit verschiedenartig beschichteten
Pliattchen im Uberstand der Nihrlésung
Tag 7
Uberstand Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAl6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
Probe1 67 67 400 130 67 0,33
2 33 33 230 100 33 100
3 33 1x10° 330 400 130 1,3
4 67 67 100 1,8x1 0° 470 170
5 170 67 300 300 530 230
6 230 330 300 200 1,3x10° 270
[KBE/ml]
Mittelwert 100 260 280 480 420 130
SA 82 380 100 640 480 110
Tabelle 10.38: Errechnete KBE/ml [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 168

stundiger

Inkubation mit

verschiedenartig

Plittchen im Uberstand der Nahrlésung
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Ranks Test Statistics”
Tag 1 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 1 6 6,25 37,50 | Mann-Whitney U 16,500
2 6 6,75 40,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 z -,243
Asymp. Sig. (2- ,808
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°7
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0027
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,903
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.39: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il llI, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] nach 24-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics”
Tag 1 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
3 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,898
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°7
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 8,83 53,00 | Mann-Whitney U 4,000
6 6 4,17 25,00 Wilcoxon W 25,000
Total 12 z -2,250
Asymp. Sig. (2- ,024
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,026°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.40: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-

TiO;] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO;] nach 24-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics”
Tag 1 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 3 6 8,50 51,00 | Mann-Whitney U 6,000
4 6 4,50 27,00 Wilcoxon W 27,000
Total 12 z -1,922
Asymp. Sig. (2- ,055
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0657
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,33 56,00 | Mann-Whitney U 1,000
5 6 3,67 22,00 Wilcoxon W 22,000
Total 12 z -2,722
Asymp. Sig. (2- ,006
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0047
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 7,25 4350 | Mann-Whitney U 13,500
5 6 5,75 34,50 Wilcoxon W 34,500
Total 12 z -, 722
Asymp. Sig. (2- 470
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.41: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV

[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI nach 24-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.

127




Ranks Test Statistics®
Tag 3 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 1 6 7,92 47 50 | Mann-Whitney U 9,500
2 6 5,08 30,50 Wilcoxon W 30,500
Total 12 z -1,376
Asymp. Sig. (2- ,169
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 7,67 46,00 | Mann-Whitney U 11,000
3 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 z -1,135
Asymp. Sig. (2- ,256
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
4 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,898
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mlI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,898
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.42: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il lll, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] nach 72-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 3 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 2 6 5,83 35,00 | Mann-Whitney U 14,000
3 6 717 43,00 Wilcoxon W 35,000
Total 12 z -,645
Asymp. Sig. (2- 519
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 8,83 53,00 | Mann-Whitney U 4,000
4 6 417 25,00 Wilcoxon W 25,000
Total 12 z -2,254
Asymp. Sig. (2- ,024
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,026°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 8,58 51,50 | Mann-Whitney U 5,500
5 6 4,42 26,50 Wilcoxon W 26,500
Total 12 Y4 -2,009
Asymp. Sig. (2- ,045
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,041°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 9,08 5450 | Mann-Whitney U 2,500
6 6 3,92 23,50 Wilcoxon W 23,500
Total 12 z -2,491
Asymp. Sig. (2- ,013
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.43: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit
verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-
TiO;] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO;] nach 72-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI
1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 3 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 3 6 9,25 55,50 | Mann-Whitney U 1,500
4 6 3,75 22,50 Wilcoxon W 22,500
Total 12 z -2,651
Asymp. Sig. (2- ,008
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,0047
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
5 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Z -2,887
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,882
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 5,83 35,00 | Mann-Whitney U 14,000
5 6 717 43,00 Wilcoxon W 35,000
Total 12 z -,643
Asymp. Sig. (2- ,520
tailed)
Exact Sig. [2*(1- 5897
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,33 56,00 | Mann-Whitney U 1,000
6 6 3,67 22,00 Wilcoxon W 22,000
Total 12 z -2,727
Asymp. Sig. (2- ,006
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,004°%
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.44: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV

[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI nach 72-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 5 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 1 6 4,83 29,00 | Mann-Whitney U 8,000
2 6 8,17 49,00 Wilcoxon W 29,000
Total 12 z -1,607
Asymp. Sig. (2- ,108
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,132°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 6,58 39,50 | Mann-Whitney U 17,500
3 6 6,42 38,50 Wilcoxon W 38,500
Total 12 z -,080
Asymp. Sig. (2- ,936
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 6,25 37,50 | Mann-Whitney U 16,500
4 6 6,75 40,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 z -,243
Asymp. Sig. (2- ,808
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 7,42 44 50 | Mann-Whitney U 12,500
5 6 5,58 33,50 Wilcoxon W 33,500
Total 12 z -,890
Asymp. Sig. (2- 373
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,394°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 8,50 51,00 | Mann-Whitney U 6,000
6 6 4,50 27,00 Wilcoxon W 27,000
Total 12 z -1,928
Asymp. Sig. (2- ,054
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,065°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.45: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il llI, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] nach 120-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 5 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 2 6 8,00 48,00 | Mann-Whitney U 9,000
3 6 5,00 30,00 Wilcoxon W 30,000
Total 12 z -1,446
Asymp. Sig. (2- ,148
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 7,67 46,00 | Mann-Whitney U 11,000
4 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 Z -1,125
Asymp. Sig. (2- ,261
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 8,58 51,50 | Mann-Whitney U 5,500
5 6 4,42 26,50 Wilcoxon W 26,500
Total 12 z -2,012
Asymp. Sig. (2- ,044
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,041°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 Z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 7,42 4450 | Mann-Whitney U 12,500
6 6 5,58 33,50 Wilcoxon W 33,500
Total 12 z -,885
Asymp. Sig. (2- 376
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,394°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.46: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-

TiO;] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO,] nach 120-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 5 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 3 6 6,42 38,50 | Mann-Whitney U 17,500
4 6 6,58 39,50 Wilcoxon W 38,500
Total 12 z -,081
Asymp. Sig. (2- ,936
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 7,67 46,00 Mann-Whitney U 11,000
5 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 z -1,125
Asymp. Sig. (2- ,261
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 7,83 47,00 | Mann-Whitney U 10,000
5 6 5,17 31,00 Wilcoxon W 31,000
Total 12 z -1,286
Asymp. Sig. (2- ,199
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,2401
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 9,50 57,00 | Mann-Whitney U ,000
6 6 3,50 21,00 Wilcoxon W 21,000
Total 12 z -2,892
Asymp. Sig. (2- ,004
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,002°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.47: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI
[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV
[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI nach 120-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI
1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 7 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 1 6 5,83 35,00 | Mann-Whitney U 14,000
2 6 717 43,00 Wilcoxon W 35,000
Total 12 z -,669
Asymp. Sig. (2- ,503
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 3,92 23,50 | Mann-Whitney U 2,500
3 6 9,08 54,50 Wilcoxon W 23,500
Total 12 Y4 -2,500
Asymp. Sig. (2- ,012
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,009°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 4,33 26,00 | Mann-Whitney U 5,000
4 6 8,67 52,00 Wilcoxon W 26,000
Total 12 Y4 -2,089
Asymp. Sig. (2- ,037
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,041°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 517 31,00 | Mann-Whitney U 10,000
5 6 7,83 47,00 Wilcoxon W 31,000
Total 12 Z -1,299
Asymp. Sig. (2- ,194
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,240°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 1 6 6,17 37,00 | Mann-Whitney U 16,000
6 6 6,83 41,00 Wilcoxon W 37,000
Total 12 z -,323
Asymp. Sig. (2- 47
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°%
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.48: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe | [TiAlgV4] gegeniiber den Gruppen Il llI, IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] nach 168-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 7 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 2 6 5,25 31,50 | Mann-Whitney U 10,500
3 6 7,75 46,50 Wilcoxon W 31,500
Total 12 z -1,214
Asymp. Sig. (2- ,225
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,240°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 5,00 30,00 | Mann-Whitney U 9,000
4 6 8,00 48,00 Wilcoxon W 30,000
Total 12 z -1,451
Asymp. Sig. (2- 147
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,180°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 5,67 34,00 | Mann-Whitney U 13,000
S 6 7,33 44,00 Wilcoxon W 34,000
Total 12 z -,816
Asymp. Sig. (2- 414
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 2 6 6,83 41,00 | Mann-Whitney U 16,000
6 6 6,17 37,00 Wilcoxon W 37,000
Total 12 z -,323
Asymp. Sig. (2- 47
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°%
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 5 6 7,67 46,00 | Mann-Whitney U 11,000
6 6 5,33 32,00 Wilcoxon W 32,000
Total 12 z -1,121
Asymp. Sig. (2- ,262
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,310°7
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.49: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nihrlésung ]

der Gruppe Il [TiO;] gegeniiber den Gruppen I, IV, V und VI [ mit

verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-

TiO;] gegeniiber der Gruppe VI [4xCu-TiO,] nach 168-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®
Tag 7 Gruppe N Mean Sum of [KBE/mI]
Rank Ranks
[KBE/mI] 3 6 6,67 40,00 | Mann-Whitney U 17,000
4 6 6,33 38,00 Wilcoxon W 38,000
Total 12 z -,162
Asymp. Sig. (2- ,871
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 6,33 38,00 | Mann-Whitney U 17,000
5 6 6,67 40,00 Wilcoxon W 38,000
Total 12 V4 -,160
Asymp. Sig. (2- ,873
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 3 6 8,67 52,00 | Mann-Whitney U 5,000
6 6 4,33 26,00 Wilcoxon W 26,000
Total 12 Y4 -2,093
Asymp. Sig. (2- ,036
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,041°
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 6,75 40,50 | Mann-Whitney U 16,500
5 6 6,25 37,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 Z -,241
Asymp. Sig. (2- ,810
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°%
tailed Sig.)]
[KBE/mI] 4 6 8,08 48,50 | Mann-Whitney U 8,500
6 6 4,92 29,50 Wilcoxon W 29,500
Total 12 z -1,524
Asymp. Sig. (2- ,128
tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,132°
tailed Sig.)]
a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe
Tabelle 10.50: Statistische Auswertung [ KBE/ml im Uberstand der Nahrlésung ]

der Gruppe Ill [1xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen IV, V und VI

[mit verschiedenartigen Beschichtungen] sowie der Gruppe IV

[2xCu-TiO;] gegeniiber den Gruppen V und VI nach 168-stiindiger
Inkubation. Testkeim: S. aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI

1640 +10% FBS.
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Tag 7

Anhaftend Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
Oberflache TiAl6V4 TiO, Cu-TiO, 2xCu- TiO, | 3xCu- TiO, | 4xCu- TiO,
Probe1 19 32 28 38 38 0
2 19 13 56 110 38 38
3 38 6,1 19 38 75 2,8
4 94 40 110 19 130 94
5 150 280 150 75 210 94
6 280 240 75 94 75 130
[%]
Mittelwert 100 100 73 63 94 60
SA 100 120 50 37 65 54
Tabelle 10.51: Errechnete KBE/cm? [%] von S. aureus ATCC 25923 nach 168

stundiger

Inkubation

mit

verschiedenartig

beschichteten

Plattchen, anhaftend an die Plattchen nach Ablésung durch
Ultraschall
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm®] 1 6 6,50 39,00 | Mann-Whitney U 18,000
2 6 6,50 39,00 Wilcoxon W 39,000
Total 12 z ,000
Asymp. Sig. (2- 1,000

tailed)
Exact Sig. [2*(1- 1,000°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 6,58 39,50 | Mann-Whitney U 17,500
3 6 6,42 38,50 Wilcoxon W 38,500
Total 12 z -,081
Asymp. Sig. (2- ,936

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 6,75 40,50 | Mann-Whitney U 16,500
4 6 6,25 37,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 z -,244
Asymp. Sig. (2- ,807

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 6,17 37,00 | Mann-Whitney U 16,000
5 6 6,83 41,00 Wilcoxon W 37,000
Total 12 z -,324
Asymp. Sig. (2- , 746

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°%

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 1 6 7,25 43,50 | Mann-Whitney U 13,500
6 6 5,75 34,50 Wilcoxon W 34,500
Total 12 z -,728
Asymp. Sig. (2- ,466

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.52: Statistische Auswertung [KBEIcmz] der Gruppe | [TiAlgV4]

gegeniiber den Gruppen Il, Ill, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen
Beschichtungen] nach 168-stiindiger Inkubation. Testkeim: S.
aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI 1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm®] 2 6 6,33 38,00 | Mann-Whitney U 17,000
3 6 6,67 40,00 Wilcoxon W 38,000
Total 12 z -,161
Asymp. Sig. (2- ,872

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 6,25 37,50 | Mann-Whitney U 16,500
4 6 6,75 40,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 z -,241
Asymp. Sig. (2- ,810

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 2 6 5,83 35,00 | Mann-Whitney U 14,000
5 6 717 43,00 Wilcoxon W 35,000
Total 12 z -,643
Asymp. Sig. (2- ,520

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 2 6 7,00 42,00 | Mann-Whitney U 15,000
6 6 6,00 36,00 Wilcoxon W 36,000
Total 12 z -,481
Asymp. Sig. (2- ,630

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,699°

tailed Sig.)]
[KBE/cm®] 5 6 7,25 43,50 | Mann-Whitney U 13,500
6 6 5,75 34,50 Wilcoxon W 34,500
Total 12 V4 -,730
Asymp. Sig. (2- ,466

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.53: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe Il [TiO,]
gegeniiber den Gruppen lll, IV, V und VI [ mit verschiedenartigen

Beschichtungen] sowie der Gruppe V [3xCu-TiO;] gegenuber der

Gruppe VI [4xCu-TiO;] nach 168-stiindiger Inkubation. Testkeim:
S. aureus ATCC 25923, Ndhrmedium: RPMI 1640 +10% FBS.
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Ranks Test Statistics®

Gruppe N Mean Sum of [KBE/cm®]
Rank Ranks

[KBE/cm?] 3 6 6,75 40,50 | Mann-Whitney U 16,500
4 6 6,25 37,50 Wilcoxon W 37,500
Total 12 z -,242
Asymp. Sig. (2- ,809

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,818°7

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 3 6 5,83 35,00 | Mann-Whitney U 14,000
5 6 717 43,00 Wilcoxon W 35,000
Total 12 z -,646
Asymp. Sig. (2- 518

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,589°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 3 6 7,00 42,00 | Mann-Whitney U 15,000
6 6 6,00 36,00 Wilcoxon W 36,000
Total 12 z -,481
Asymp. Sig. (2- ,630

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,699°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 4 6 5,67 34,00 | Mann-Whitney U 13,000
S 6 7,33 44,00 Wilcoxon W 34,000
Total 12 z -,821
Asymp. Sig. (2- 412

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,485°

tailed Sig.)]
[KBE/cm?] 4 6 6,67 40,00 | Mann-Whitney U 17,000
6 6 6,33 38,00 Wilcoxon W 38,000
Total 12 z -,162
Asymp. Sig. (2- ,871

tailed)
Exact Sig. [2*(1- ,937°

tailed Sig.)]

a Not corrected for ties.
b Grouping Variable: Gruppe

Tabelle 10.54: Statistische Auswertung [KBE/cm?] der Gruppe lll [1xCu-TiO,]

gegeniiber den Gruppen IV, V und VI [mit verschiedenartigen
Beschichtungen] sowie der Gruppe IV [2xCu-TiO.] gegeniiber den
Gruppen V und VI nach 168-stiindiger Inkubation. Testkeim: S.
aureus ATCC 25923, Nahrmedium: RPMI 1640 +10% FBS.
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