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lll.  AbklUrzungsverzeichnis

FormelgroRen wurden mit den international gebrauchlichen Sl-Einheiten und chemische

Elemente gemaR ihrer Bezeichnung im Periodensystem abgekirzt.

°C Grad Celsius

% Prozent

# Nummer des Samples

bzgl. beziglich

bzw. beziehungsweise

ca. circa
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E. coli Escherichia coli
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etc. et cetera

g Gramm
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min Minute(n)
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pl Mikroliter
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z.B.

Polydimethylsiloxan
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Thermus aquaticus
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TRIS — Borat — EDTA — Puffer
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1. Einleitung

1.1. Kiuiunstliche Materialien in der Medizin

Der Anstieg der Lebenserwartung und die damit verbundene Erhdéhung des
Durchschnittsalters in den wohlhabenden Staaten weltweit sind eine Herausforderung fir
die moderne Medizin. Durch den Wunsch nach einer hohen Lebensqualitat auch im Alter
steigt die Nachfrage nach neuen Geréaten, Analyseverfahren und Medikamenten, bis hin
zu funktionsgerechten und biovertraglichen Materialien fur Implantate und Prothesen zur
Unterstitzung von Organfunktionen oder zum Ersatz von Geweben, wie beispielsweise
Knochen oder Weichteilen. Diese kinstlichen Materialien werden in der Medizintechnik
als Biomaterialien bezeichnet und sind aus der modernen Medizin nicht mehr
wegzudenken.[3] Je nach mechanischen Anforderungen an das Implantat im Korper
werden die unterschiedlichsten Werkstoffe verwendet. Dabei spielt auch die
Vertraglichkeit des Materials eine wichtige Rolle, welche als Biokompatibilitat bezeichnet
wird [3]. Wahrend elastische Polymere in der Regel fur den Einsatz im
Weichgewebekontakt verwendet werden, sind anorganische Keramiken, Metalle oder
Metalllegierungen Uberwiegend fir den Einsatz mit Knochenkontakt vorteilhaft [4]. Als
Metall wird beispielsweise Titan bei Eingriffen am Knochen bzw. bei orthopadischen-/und
Dentalimplantaten verwendet, da dieses eine exzellente Biokompatibilitat besitzt [5].
Metalllegierungen beweisen hohe Festigkeit, Bruchsicherheit und
Korrosionsbestandigkeit, weshalb sie sich ebenfalls hervorragend als Implantatmaterial
eignen [6]. Keramik wird vor allem in der Endoprothetik (beispielsweise in der Huft-
Endoprothetik zur Herstellung der Prothesenkdpfe) benutzt [5]. Doch auch Kunststoffe
finden in der Medizin Verwendung, unter anderem bei Nahtmaterial oder Einmalartikeln

wie Kandilen, Spritzen, Kathetern, Drainagen und Verbandsartikeln[5] [7] [8] [9].

Insbesondere  permanente  Biomaterial-Implantate  stehen vor zwei grof3en
Herausforderungen im Hinblick auf ihren Einsatz in vivo: biomaterialassoziierte
Infektionen und fehlende Integration von nativem Gewebe [10]. Implantat-assoziierte
Infektionen stellen eine relevante Komplikation in der modernen Orthopadie und
Unfallchirurgie dar und weisen eine Inzidenz von 1-3% bei primarer endoprothetischer
Versorgung von Gelenken und von 1-5% nach osteosynthetischer Frakturversorgung auf
[11]. Allerdings ist dieser medizinische Bereich nicht der einzige, in dem die bakterielle
Infektion eine Komplikation darstellt. Auch die bakterielle Besiedlung von Kunststoffen,
beispielsweise zentralventsen Kathetern oder Urindauerkathetern stellt ein grol3es
Problem dar.[7] [8] [9]



Die mikrobielle Besiedlung von nicht — kodrpereigenen Materialien stellt den Beginn einer
biomaterialassoziierten Infektion dar [12] [1]. Aus diesem Grund ist zur Gestaltung von
PraventivmalRnahmen vor allem das Verstéandnis mikrobieller Adhéasions- und
Infektionsmechanismen wichtig. Leider sind die Fortschritte zur Verbesserung von
Biomaterialoberflachen beziehungsweise der Entwicklung von Beschichtungen zur
Verhinderung mikrobieller Anhaftung begrenzt. Grinde hierfir sind das Scheitern von
Designtechnologien fur Beschichtungen und neue Biomaterialien, die die bakterielle
Adhasion auf der Materialoberflache reduzieren, sowie Strategien, um effektiv die

mikrobielle Adhéasion zu blockieren.

Dabei wurde bereits in mehreren Studien die chemische Beschaffenheit der Oberflache
genau analysiert, um den Adhadsionsmechanismus der Bakterien besser zu verstehen.
Hier zeigten beispielsweise Epa et. al., dass die molekulare Oberflachenstruktur eine
wichtige Rolle spielt.[13] Vor allem lange Kohlenstoffketten bieten eine hervorragende
Adhasionsoberflache fur Bakterien, wie Abbildung 1 zeigt. Aus diesem Grund stellen

insbesondere polymere Materialien in der Medizin ein hohes Infektionsrisiko dar.

Monomer Experimental adhesion Predicted adhesion
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Abbildung 1: Bakterielle Adhasion in Abh&ngigkeit der molekularen Oberflachenstruktur [13]

Eine entscheidende Rolle bei der Adhéasion spielt aber auch die bakterielle Produktion von
extrazellularen polymeren Substanzen [14] [15]. Die Bakterien kdnnen sich hierin
einbetten, um sich in einem Biofilm-Wachstumsmodus zu schitzen. Dieser
hochschitzende Biofilm-Phanotyp ermdglicht es den Mikroorganismen, die eine
Biomaterialoberflache besiedeln, Antibiotika zu umgehen und Immunantworten bis zu
mehreren Jahren lang auszuweichen, bevor sie in virulenteren Modi erwachen.[16] Voll

ausgereifte Biofilme stolRen suspendierte Bakterien, Mikrokolonien und Biofilm-Fragmente
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ab, diese streuen, setzen sich an anderen Stellen im Korper fest, bilden neue
Biofilmkolonien und fihren zu immer wiederkehrenden akuten Infektionen [17] [18]. Diese
Biofilmbildung auf Oberflichen von Biomaterialien wie beispielsweise Prothesen,
Herzklappen, Harn- und Venenkathetern und vielen mehr erhéhen nachweislich sowohl
die Morbiditat als auch Mortalitdt im Gesundheitswesen [19] und stellen damit ein

schwerwiegendes Problem in der heutigen Medizin dar.

Um das Ausmalf} dieser Problematik zu veranschaulichen, lohnt es sich, ein paar Zahlen
zu betrachten. Das wohl anschaulichste Beispiel fur die Benutzung polymerer Produkte in
der Medizin sind die Harnblasenkatheter. Laut einer Studie aus dem Jahr 2014 erhalten
12 — 16% der erwachsenen Krankenhauspatienten im Laufe einer stationaren Aufnahme
im Krankenhaus einen Harnblasenkatheter [20]. Alleine in den Minchener Kliniken
wurden im Jahr 2015 474.750 Patienten stationdar behandelt, woraus sich eine
Versorgung von ca. 56.970 — 75.960 Patienten mit einem Harnwegskatheter in Minchner
Kliniken im Jahr 2015 errechnet [21]. Die Harnwegsinfektion ist eine der haufigsten im
Krankenhaus erworbenen Infektionen. Dabei sind 70%-80% dieser Infektionen auf einen
Harnblasenkatheter zurlickzufiihren [20]. Bei ca. 60.000 Patienten, die pro Jahr mit einem
Harnblasenkatheter im Rahmen eines stationaren Aufenthaltes versorgt werden, wéaren
das ca. 42.000 Patienten, die pro Jahr durch den Katheter eine Infektion der Harnwege

entwickeln.
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1.2. Bakterielle Biofilme

1.2.1. Zusammensetzung und Bildung eines Biofilms

Bakterien, die sich an feste Oberflichen anheften, sind in der Lage, einen gelartigen
Mantel zu bilden [17]. Diese sogenannten bakteriellen Biofilme sind komplexe Strukturen,
die aus einer hohen Dichte an Bakterienpopulationen bestehen, welche in einer selbst
produzierten Polymermatrix leben [22]. Bakterien sind in der Lage auf vielen
verschiedenen Oberflachen Biofilme zu bilden, beispielsweise in Wasserrohrsystemen, in
allen feuchten Umgebungen in denen geniigend Nahrung vorhanden ist, sowie auf
medizinischen Implantaten wie Blasen-/intravaskularen Kathetern und orthopéadischen
Prothesen [23] [24]. Ein Grund fur die Bildung ist der Schutz, den der Biofilm den reifen
Bakterien gegeniber dem Immunsystem, antimikrobiellen Substanzen (wie
beispielsweise  Antibiotika) und umweltbedingtem Stress bietet [25]. Die
Extrapolymermatrix schitzt die Organismen, indem sie gréRere Molekile (wie
beispielsweise Antibiotika) und Entzindungszellen am Eindringen in die Biofilm — Matrix
hindert [26].

Die Entstehung eines Biofilms im menschlichen Organismus erfolgt in drei grofRen
Schritten (siehe Abbildung 2): zundchst ndhern sich Bakterien einer (meist kiinstlichen)
Oberflache an. Dieser Vorgang erfolgt Uber leichte Van-der-Waals-Kréafte und ist damit
noch reversibel. [25, 27] Uber spezifische stereochemische Effekte kommt es
anschliel3end zu einer starken, irreversiblen Wechselwirkung zwischen komplementéaren
Strukturen auf der Oberflache des Mikroorganismus (Adhéasine) und Bestandteilen der
kinstlichen Oberflache. Adhérente Keime kdnnen sich wahrend der nachsten 24
Stunden vermehren und Mikrokolonien bilden. Diese bilden wiederum die
Extrapolymermatrix (EPS), bestehend aus Polysacchariden und einer Vielzahl von
Proteinen, Lipiden, Phospholipiden und Glycoproteinen.[28] Im letzten Schritt werden
durch verschiedene Stoffwechselvorgdnge die Bedingungen fir die Ansiedelung
anspruchsvollerer Bakterienspezies (Spatbesiedler) geschaffen. Bereits adharente
Bakterien kénnen auch Rezeptoren fiir Adhasine auf genetisch anders gearteten
Bakterien exprimieren.[28] Die so entstandenen Verbindungen fuhren zu einer
zunehmenden Vielfalt der Mikroflora. Ein grof3es Problem an der Organisation von
Bakterien in Biofilmen ist der Plasmidaustausch, der verschiedene Spezies untereinander
verbindet und die daraus resultierende  potentielle  Verbreitung  von
Antibiotikaresistenzen.[24] [29]
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Abbildung 2: Stadien der Biofilmbildung [29]

Die Behandlung bereits bestehender Biofilme ist nicht nur sehr kostspielig sondern, vor
allem im medizinischen Bereich, beispielsweise auf Kathetern oder Implantaten praktisch
nicht mdoglich.[14] Dabei spielen vor allem die Besiedelung intravendser Katheter,
kunstlicher oder vorgeschadigter Herzklappen sowie endotrachealer Tuben eine
bedeutende Rolle [1] (siehe Abbildung 3).

Die erheblichen Mehrkosten werden anhand einer Studie von 2009 Uber Blutkreislauf-
Infektionen durch vendse und arterielle Katheter auf Intensivstationen sichtbar:
durchschnittlich werden 1.750.000 vendse und arterielle Katheter auf Intensivstationen in
Deutschland pro Jahr verwendet [30]. Diese verbleiben im Durchschnitt 3,2 Tage im

Korper.

Abbildung 3: Schema mit drei mdglichen Angriffspunkten von bakteriellen Biofilmen im menschlichen
Kdrper: Katheter, Hift - Totalendoprothesen und Peridontitis. Die Pfeile zeigen, auf welche Art und Weise

die Bakterien in den Systemkreislauf gelangen kénnen [1]. 13



Das Krankenhaus — Infektions — Surveillance — System (KISS) beschreibt im Jahr 2005
1,5 Infektionen pro 1000 Katheter, was eine Anzahl von 8.400 Infektionen pro Jahr durch
arterielle und vendse Katheter auf Intensivstationen in Deutschland ergibt. Durch die
Infektion missen die Patienten im Durchschnitt 4,8 bis 7,2 Tage langer auf der
Intensivstation beobachtet werden.[31] Laut dem Universitatskrankenhaus Tubingen
betragen die Kosten fiir einen Patienten auf der Intensivstation pro Tag ca. 1.500€, was
eine Summe an Mehrkosten von 23.500€ pro Infektionsepisode pro Jahr ergibt. Damit
errechnet sich durch die Katheterinfektionen allein auf Intensivstationen eine Belastung
von 59,6 bis 78,1 Millionen Euro an Mehrkosten pro Jahr.[7]

Die Entfernung der infizierten Implantate stellt fir den Patienten ein zusétzliches Risiko
dar und steigert nachweislich sowohl die Morbiditat als auch die Mortalitat [19]. Die
Besiedelung von medizinischen Implantaten und biofilm-assoziierten Infektionen sind fr
80% aller humanen bakteriellen Infektionen verantwortlich [32] und damit ein ernst zu

nehmendes Problem in der heutigen Medizin.

1.2.2. Wichtige Biofilmbildner in der Medizin
Wie

beispielsweise Klebsiellen und Pseudomonaden. In dieser Arbeit soll allerdings auf

Tabelle 1 zeigt, gibt es im medizinischen Bereich zahlreiche wichtige Biofilmbilder,

Escherichia coli und Enterococcus faecalis eingegangen werden, da diese gut und

einfach im Labor anziichtbar sind.

Pravalente ursdchliche Krankheitserreger
med. Vorrichtung Erstrangig weitere
Zentralvendse Katheter CoNS S. aureus, Enterkokokken, Candida
spp., K. pneumoniae, P. aeruginosa

Urinkatheter E. coli Candida spp., CoNS, E. faecalis, P.
mirabilis

mechanische Herzklappen | CONS S. aureus, Streptokokkus spp., GNB,
Enterokokken, Diphtherien

ventrikulare Devices CoNs S. aureus, Candida spp., P.
aeruginosa

Koronar — Stents S. aureus CoNS, P. aeruginosa, Candida spp.

neurochirurgische Staphylokokken | Streptokokken spp., Corynebacterium,

ventrikulare Shunts GNB

Peritoneal-Dialyse-Shunts | S. aureus P. aeruginosa, andere Gram-
negative, Candida spp.

Orthopadische Prothesen | Staphylokokken | S. pneumoniae, Streptokokkus spp.,
P. acnes

Fraktur-Fixations- CoNS S. aureus, Propionibacterium spp.,

Vorrichtungen Corynebacterium, Streptokokkus spp.

Endotracheal Tubus enterische GNB | P. aeruginosa, Streptokokkus spp.,
Staphylokokkus spp.

aufblasbare CoNS S. aureus, enterische GNB, P.
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Penisimplantate aeruginosa, Serratio spp., Pilze

Brustimplantate Staphylokokken | E. coli, Peptostreptokokken, C.
perfrigens, P acnes
Kochlearimplantate S. aureus P. aeruginosa, Streptokokkus spp., N.

meningitidis, Pilze

Tabelle 1: medizinische Biofilmbildner; CoNS = Koagulase — negative Staphylokokken; GNB = Gram —
negative Bakterien [33]

1.2.2.1. Escherichiacoli

Escherichia coli (E. coli) ist ein gramnegatives, sporenloses, peritrich begeileltes und
deshalb bewegliches Stabchen. E. coli kommt natirlicherweise im Darm vor. Aus diesem
Grund ist E. coli ein klassischer Fakalindikator, d. h. der Nachweis von E. coli in
Trinkwasser, Lebensmitteln, Bedarfsgegenstanden des taglichen Lebens oder auf
Gegenstanden im Umfeld des Menschen zeugt immer von einer Verunreinigung mit
menschlichen oder tierischen Exkrementen und signalisiert die prinzipielle Mdglichkeit
des Vorkommens anderer Erreger (Viren, Bakterien, Protozoen, Wiuirmer).[34]
Extraintestinale Infektionen betreffen meist die ableitenden Harnwege und auf3ern sich,
vor allem bei Frauen, als Zystitis bis hin zur Pyelonephritis und Urosepsis. Dartber
hinaus gibt es einige E. coli — Stdmme, die gastrointestinale Beschwerden mit schweren
Diarrhoen verursachen kénnen.[34] Ein bedeutendes Problem in der Medizin ist die
Besiedelung von Urin-Dauerkathetern mit E. coli [35]. Studien haben gezeigt, dass 10 —
50% der Patienten mit Kurzzeit — Katheterisierung (bis zu 7 Tage), wohingegen alle
Patienten mit Langzeit — Katheterisierung (liber 28 Tage) eine Infektion entwickeln.[36]

[37] Somit steigt das Infektionsrisiko mit jedem Tag, den der Katheter liegt um 10% [37].

1.2.2.2. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis z&hlt zum Genus der Enterokokken [38]. Enterokokken sind
grampositive, meist paarweise angeordnete Kokken, die friiher zu den Streptokokken
gerechnet wurden und die sich auch noch bei einem pH von 9,6 in einem Medium mit
6,5% Kochsalz vermehren [34]. Enterococcus faecalis ist ein natirlich im Dickdarm
vorkommendes Bakterium. Neben vielen Lokalinfektionen sind Enterokokken vor allem
an Harnwegsinfektionen ursachlich beteiligt. Mehr als 50% aller chronischen
Harnwegsinfektionen werden durch Enterokokken verursacht, sowie 10-20% der akuten
Harnwegsinfektionen, hauptsachlich solche, die nosokomialer Natur sind [34]. Ein
weiteres schwerwiegendes Problem ist die durch Enterokokken verursachte Endokarditis.

Dabei verursacht Enterococcus faecalis ungefahr 5%-20% aller Félle von
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Endokarditis.[39] Eine Endokarditis ist eine Infektion der Herzklappen, die ohne wirksame
Antibiotikatherapie zu Zerstdrung der Klappe bis hin zum Tod fihrt. Dartiber hinaus kann
Enterococcus faecalis Wundinfektionen bis hin zur Sepsis verursachen. Dabei sind vor
allem immungeschwachte Patienten gefdhrdet. Ein besonderes Problem stellen die
Resistenzbildungen von Enterokokken gegentiber verschiedenen Antibiotika dar, im Falle
von Enteroccocus faecalis wird beispielsweise eine zunehmende Vancomycinresistenz
beobachtet [40], was die Therapie von enterokokkenverursachten Erkrankungen massiv

erschwert, da Vancomycin bereits zu den Reserveantibiotika gehort.[41].
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1.2.3. MalRnahmen zur Unterbindung von Biofilmbildung

1.2.3.1. Oberflachenbehandlungen

Es gibt bereits zahlreiche Versuche, die bakterielle Biofilmbildung auf Implantaten im
Kdrper zu verhindern beziehungsweise zu minimieren. Ein Ansatz beschaftigt sich mit
der Modifizierung der Implantatoberflachen durch spezielle Beschichtungen. Da schon
lange bekannt ist, dass Silberionen antibakteriell wirken, werden silberhaltige Produkte in
der Medizin zum Beispiel zur Wundbehandlung eingesetzt [42]. Aufgrund dieser
speziellen Eigenschaft galten Silberionen auch als guter Kandidat fir die Beschichtung
von Medizinprodukten, um so die bakterielle Adhasion zu verhindern [43]. Dabei werden
vor allem Chlorhexidin — Silbersulfadiazin — Impragnierungen verwendet [44]. In Studien
zeigte sich allerdings, dass mit Silber beschichtete Katheter nicht wirksam sind, wenn die
durchschnittliche Verweildauer im Koérper langer als 8 Tage betragt [44]. Nachdem
beispielsweise Prothesen Uber mehrere Jahre im Korper bleiben sollen, ist eine
Silberbeschichtung zur Vermeidung von bakterieller Besiedlung Uber diese langen
Zeitraume nicht wirksam. Dartber hinaus wurde schon in mehreren Publikationen utber
anaphylaktische Reaktionen auf Silber-beschichtete Katheter berichtet, was fur den
Patienten eine ernstzunehmende Komplikation darstellt, die bis hin zum Tod flhren
kann.[45] [46]

1.2.3.2. Chemische Methoden

Ein weiterer Ansatz zur Vermeidung bakterieller Besiedelungen von Implantaten ist die
chemische Behandlung der Oberflachen. Hierbei bietet sich vor allem die Beschichtung
mit Antibiotika an, da diese antibakteriell wirken. In Studien zeigte sich auch, dass fir
kurze Insertionszeiten (d.h. nicht langer als ca. 1 Woche) die antibiotische Beschichtung
wirksamer war als die Chlorhexidin-Silbersulfadiazin-lImpragnierung [44]. Allerdings zeigt
sich hierbei auch schon die Limitation der Antibiotikum-Beschichtung: eine
Langzeitbeschichtung ist zum einen durch die Abwaschung des Antibiotikums sehr
schwierig und zum anderen kann es bei einer Langzeitbeschichtung zu

Antibiotikaresistenzen kommen [46].

1.2.3.3. Physikalische Methoden

Ein physikalischer Ansatz zur Vermeidung bakterieller Adh&sion auf kinstlichen
Oberflachen besteht darin, eine synthetische, flissigkeitsabweisende Oberflache zu
entwickeln, die als SLIPS (Slippery — Liquid — Infused Porous Surface) bezeichnet wird

[47]. Diese besteht aus einem Film von Schmierflissigkeit, der durch ein mikro-
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/nanoporoses Substrat an einer Oberflache fixiert ist. Dadurch entsteht eine ,rutschige”
Oberflache, die die bakterielle Adhasion verhindern soll. Epstein et al. konnten mit Hilfe
der SLIPS Technologie eine Reduktion der Adhasion bei E. coli um 96% feststellen [14].
Allerdings wurde hier lediglich eine Zeitspanne von 48 Stunden beobachtet, was den
dauerhaften Einsatz in vivo nicht widerspiegelt.

Smith et al. modifizierten Katheter mit polymerem Sulfobetain (PolySB), welches
Wassermolekile an die Katheteroberflache zieht und somit Protein-/Zell-/ und mikrobielle
Anhaftungen reduziert [48]. Allerdings entstehen auch hierbei Probleme. Zum einen
mussen diese Beschichtungen flur langere Einsatze in vivo erst noch getestet werden [49,
50]. Zum anderen scheinen die Ausscheidungsprodukte der Bakterien das Sulfobetain

anzudauen, wodurch die Beschichtung mit PolySB nicht von Dauer ware.[48]
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1.3. Hydrophobie

1.3.1. Lotus — Effekt

Als Lotuseffekt bezeichnet man die wasserabweisende Funktion einer Oberflache, wie
sie bei der Lotuspflanze beobachtet werden kann. Durch die mikro-/und nanoskopische
Oberflachenarchitektur kann das Wasser an den Blattern in Tropfen abperlen [51]. Dabei
werden auch alle Partikel auf der Oberflache mitgenommen, wodurch die Haftung von
Schmutzpartikeln minimiert wird, was in Abbildung 3 schematisch dargestellt ist [52].

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen Oberflachenstruktur und
Selbstreinigung. Wahrend auf glatten Oberflachen die Partikel hauptsachlich durch Wasser umverteilt
werden (a), haften sie auf rauen Oberflachen an den Trépfchenoberflachen und werden beim Abperlen der
Tropfchen von den Blattern entfernt (b) [52].

Bereits 1997 entschlisselten Neinhuis und Barthlott die Funktionsweise der
selbstreinigenden  Fahigkeiten der Lotus-Pflanze [52]. Demnach sind die
Voraussetzungen fir die Selbstreinigungsfahigkeit die Oberflachenrauigkeit und die hohe
Oberflachenspannung des Wassers [53]. Durch die Rauigkeit der Oberflache wird die
Haftung zwischen Kontaktflache und Partikel reduziert, wahrend die Kontaktflache
zwischen Partikel und Wassertropfen, und damit die Haftung, groRer ist, sodass der

Partikel mit dem Wassertropfen abperlt [53].

Der Selbstreinigungseffekt von Oberflachen wurde schon erfolgreich bei technischen
Produkten nachgeahmt und umgesetzt. Beispiele hierflr waren Fassadenbeschichtungen

fur Hauser oder Sprays zur Imprégnierung [54].
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1.3.2. Grundlagen der Benetzung

Je nachdem, wie sich ein Wassertropfen auf einer festen Oberflache verhalt, kann die
Oberflache als hydrophil, hydrophob oder superhydrophob eingestuft werden [55]. Eine
hydrophile Oberflache zeigt eine starke Affinitdt zu Wasser, wahrend eine hydrophobe
Oberflache Wasser stark abstéf3t [56]. Um eine Oberflache auf diese Art und Weise
einteilen zu koénnen, werden folgende Parameter verwendet: Kontaktwinkel und
Abperlwinkel [57] [58] [2]. Wie Abbildung 5 zeigt, entspricht der Kontaktwinkel 6 dem
Winkel zwischen der Festkorperoberflache und der Tangente an der Phasengrenze
Festkorper/Flussigkeit/Gas [59]. Dieser Winkel ergibt sich aus den Kraften, die an den
Grenzflachen des Tropfens zum Festkorper (fest/flussig, flussig/gasférmig und
fest/gasformig) wirken [59]. Die Kréfte, die hier wirken, sind die Oberflachenspannungen.
Diese kann man im Gleichgewichtszustand mit Hilfe der Gleichung nach Young
berechnen [60] [61]:

cos B = VYsv — VsL

Yiv

Bei dieser Gleichung beschreibt y die Oberflachenspannung (d.h. die Energie pro
Flacheneinheit). Die Buchstaben S, L und V beschreiben die Phasen und sind
Abklrzungen fir die englischen Begriffe ,solid* (fest), ,liquid“ (flissig) und ,vapour®

(gasformig) [61].

Gas Vv

Flissigkeit
YsL

Festkdrper

Abbildung 5: Flissigkeitstropfen auf einer Festkdrperoberflache: Bestimmung des Kontaktwinkels
mittels angelegter Tangente am Dreiphasenpunkt Gas/Flussigkeit/Festkodrper
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Bei Kontaktwinkeln kleiner als 90° gilt eine Oberflache als hydrophil (Abbildung 6a),
hydrophob bei einem Kontaktwinkel groRer als 90° (Abbildung 6b) und superhydrophob
bei Kontaktwinkeln Gber 150° (Abbildung 6c) [62].

Abbildung 6: Schematische Darstellung: hydrophile Oberflache mit Wasserkontaktwinkel kleiner als 90° (a);
hydrophobe Oberflache mit Wasserkontaktwinkel groRer als 90° (b) und superhydrophobe Oberflache mit
Wasserkontaktwinkel groRer als 150° (c) [2]

1.3.3. Cassie — Baxter und Wenzel

Die bisherigen Beobachtungen bezogen sich auf glatte Oberflachen. Um bei Benetzung
mit Wasser hdhere Kontaktwinkel als 120° zu erreichen, muss eine Oberflache entweder
rau oder chemisch heterogen aufgebaut sein [57]. Durch die raue Oberflache wird die
freie Energie an der Grenze Flussigkeit — Feststoff effektiv erhdht, wodurch eine starke
Wasserabweisung entsteht [57]. Dies wurde erstmals 1936 von Robert N. Wenzel
beschrieben [63], der ein geometrisches Modell entwickelte, welches den
Rauhigkeitsfaktor r einer rauen Festkérperoberflache in die Gleichung mit einbezieht. In
seinem Modell benetzt die Flussigkeit die gesamte Oberflache vollstandig, was als
homogene Benetzung oder Wenzel-Zustand bezeichnet wird [64] [2] (siehe
Abbildung 7).

Abbildung 7: Wenzel Zustand: die Flussigkeit liegt innerhalb der Strukturen
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Der Wenzel-Kontaktwinkel kann wie folgt berechnet werden:
cosBy, =1 cosf

wobei Bw den Kontaktwinkel nach Wenzel auf einer rauen Oberflache bezeichnet,
wahrend 6 den Kontaktwinkel einer flachen Oberflache beschreibt [65].

Aufgrund von Kapillarkraften kann es fir Flussigkeiten schwierig sein, in die Erhebungen
einer rauen Oberflache einzudringen [66]. Demnach kann es fur die Flissigkeit
energetisch vorteilhaft sein, die Oberseiten der Erhebungen zu tberbrucken, so dass der
Tropfen auf einer Verbundoberflache der festen Oberseiten und der Luftspalte sitzt [67]
(siehe Abbildung 8). Cassie und Baxter beobachteten die Anderung des Kontaktwinkels,
wenn der Tropfen nur noch auf den Erhebungen der feinstrukturierten Oberflachen liegt
[68] .

8

Abbildung 8: Cassie-Baxter Zustand: der Tropfen liegt auf den Erhebungen der rauen Oberflache

Nach Cassie und Baxter lasst sich der Kontaktwinkel mit folgender Formel berechnen
[69]:
cosbcg =f (cosf+1)—-1

Oce beschreibt den Kontaktwinkel nach Cassie-Baxter, 8 bezeichnet den Kontaktwinkel
auf einer flachen Oberflache. Bei einer rauen Oberflache, die nur eine Art von
Unebenheiten enthdlt, bezeichnet f den Feststoffanteil, demnach wird der Luftanteil als (1
— f) bezeichnet. Dies zeigt, dass, wenn eine raue Oberfliche mit Wasser in Kontakt
kommt, Lufteinschlisse im Muldenbereich auftreten kdnnen, die wesentlich zur Erhéhung

der Hydrophobie beitragen [65].
Anhand dieser Prinzipien wurden bereits zahlreiche Studien durchgefuhrt, um

Superhydrophobie mit Hilfe von Konstruktionen der Oberflachenrauheit in industriellen

Bereichen zu realisieren [70]. Insbesondere bei der Impragnierung von
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Kleidung, Beton, Farben, Windschutzscheiben und Fensterscheiben, oder bei Materialien
mit sehr geringer Reibung im Wasser (wie Boots- oder Badeanzugbeschichtungen,

Kunststoffe fur die Mikrofluidik) ist die wasserabweisende Wirkung sehr von Vorteil [71].
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1.4. Zielsetzung

Sowohl Escherichia coli als auch Enterococcus faecalis sind starke Biofilmbildner. Da vor
allem im medizinischen Bereich eine Infektion mit Biofilmbildnern ein sehr groRes Risiko
fur den Patienten birgt, wird in der Forschung nach einer Méglichkeit gesucht, um die
Biofilmbildung zu verhindern. Hierbei gibt es bereits zahlreiche Anséatze die Vermehrung
der Bakterien zu unterdriicken, beispielsweise mit Hilfe verschiedenster Beschichtungen.
Wie im vorherigen Kapitel bereits erwahnt, gibt es dabei jedoch zahlreiche Probleme.
Silberionen zeigen nur kurzfristig einen antimikrobiellen Effekt, der nach 8 Tagen
Verweildauer im Korper schon nachlasst. Antibiotische Beschichtungen haben den

Nachteil, dass es zur Resistenzentwicklung kommen kann.

Ein weiterer Ansatz besteht darin, durch mikrostrukturierte Oberflachen auf den
jeweiligen Implantaten den Bakterien die Mdglichkeit zur Adh&asion zu nehmen. Da sich
die Nachahmung des Lotuseffektes bereits im industriellen Bereich bewahrt hat, ware es
durchaus eine Mdglichkeit, diese auch im medizinischen Bereich zu testen. Dabei ware
es vorstellbar, die Oberflachen medizinischer Implantate mit einer Oberflachenstruktur zu
versehen, die den Bakterien die Mdglichkeit der Anhaftung nimmt, im Sinne einer
superhydrophoben Oberflache.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Biofilmbildung von Escherichia coli und
Enterococcus faecalis auf mikrostrukturierten Oberflachen zu untersuchen. E. coli und
Enterococcus faecalis wurden verwendet, da beide gute, im medizinischen Bereich
relevante Biofilmbildner sind und sich darlber hinaus im Labor sehr gut anziichten
lassen. Als Polymer wurde Polydimethylsiloxan verwendet und verschiedene
Oberflachengeometrien getestet. Polydimethylsiloxan wird aufgrund seiner billigen
Herstellung und guten Biokompatibilitdt bereits vielfach in der Medizin verwendet. Um die
Oberflachen zu charakterisieren wurden die Mikroskopie sowie die Messung von
Kontakt-/und Abperlwinkel durchgefiihrt. Im Anschluss sollten auf den verschiedenen
Oberflachen sowohl von Escherichia coli als auch von Enterococcus faecalis Biofilme

geziichtet und diese anschlieRend zum Vergleich quantitativ gemessen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Samples

Die Oberflachenstrukturen auf den entsprechenden Tragermaterialien wurden von der
Firma Hoowaki, LLC Hoowaki LLC, 511 Westinghouse Road, Pendleton, South Carolina
29670 hergestellt. Dazu wurde die sogenannte ,Layer — by — Layer (LBL)* Methode
verwendet. Im Allgemeinen ist dies ein zyklischer Prozess, bei dem ein geladenes
Material auf ein Substrat aufgebracht, und nach dem Waschen ein entgegengesetzt
geladenes Material auf die erste Schicht gebunden wird [72].

Der grof3te Vorteil der LBL-Baugruppe im Vergleich zu anderen Beschichtungsverfahren
ist seine Fahigkeit, nanoskalige konforme Beschichtungen aus einer extrem grof3en
Vielfalt an organischen, anorganischen und biologischen Molekilen und Materialien zu
erzeugen [73]. Dabei lassen sich auch Strukturen wie Nanokandale bzw. nanotexturierte
Elemente erzeugen [74]. Der kleinste Spalt innerhalb eines Nanokanals wurde mit einem
Polymer/Polymer-Mehrschichtaufbau realisiert, wobei die urspriingliche Spaltgrof3e auf
ca. 11nm (Nasszustandsspalt) reduziert werden konnte [74].

Die mechanische Robustheit wird im Wesentlichen durch einfaches Autoklavieren der
Beschichtung nach der LBL-Montage erreicht. [74].

2.1.1.1. Poly-(dimethyl-)Siloxan (PDMS)

Poly-(dimethyl-)Siloxan, oder kurz PDMS gehoért als organisches Polymer zur Gruppe der
Silikone [75] [76]. Durch die einfache Handhabung und die vielseitige Einsetzbarkeit, wird
PDMS sehr breit eingesetzt. Durch ihre Temperaturbestandigkeit werden Silikone
beispielsweise in der Luft-/und Raumfahrtindustrie sowie im Elektronikbereich als
elektrische Isolierung verwendet [76]. Aufgrund seiner hohen Biokompatibilitdt wird
PDMS auch im medizinischen Bereich eingesetzt, beispielsweise in Form von
Kontaktlinsen [77].
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2.1.1.2. Mikroskopische Struktur
Mikroskopische Struktur
Sample- Aussehen Durchmesser/ Hbhe Abstand
nummer Seitenlange
#000 Kontrolloberflache, ohne Mikrostrukturen
#002 rund 50um 70pum 100pm
#004 guadratisch 10pm x 10pm 25um 20pum
#006 rund 3um 6pm 6pm
#007 rund 5um 10um 10um
#008 rund 200pum 350um 400um
#009 rund 100um 200um 200pm
#012 quadratisch 25um x 25um 115pum 50um
#069 rund 35um 35um 35um
#086 rund (versch. GréRen) | 3 + 35um 4 + 45um , 6+ 45um
#401 quadratisch 10 x 10 pm 25um 100pm
50 x 50um
Tabelle 2: Samplenummern mit mikroskopischer Struktur
©0.050

1.050

1.050

Abbildung 9: CAD - Darstellung von Sample #002 (alle Angeben in Millimeter)
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2.1.2.

2.1.3.

Bakterienstamme

E. coli (DH10B)

F-, endAl, recAl, galE15, galK16, nupG, rpsL, AlacX74, ®80lacZAM15, araD139,
A(ara,leu) 7697, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), A-. Dieser Bakterienstamm wurde

von der Firma Invitrogen bezogen.
E. faecalis

Genome  Announc. 2016 Sep 29;4(5). pii: e01061-16. doi:
10.1128/genomeA.01061-16. Draft Genome Sequences of the Probiotic
Enterococcus faecalis Symbioflor 1 Clones DSM16430 and DSM16434.
Fritzenwanker M(1), Chakraborty A(1), Hain T(1), Zimmermann K(2), Domann
E(3)

Der von uns verwendete Stamm "Symbioflor" ist Teil eines kommerziell
erhaltliches probiotischen Préaparats, das verwendet wurde, da dieser Stamm als
S1 eingestuft wurde und deshalb ohne besondere Sicherheitsvorkehrungen im

Labor verwendet werden kann.

Puffer und Stammldsungen
Alle fur die Kultivierung von Bakterien verwendeten Puffer, Ldésungen und
Nahrmedien wurden sofort nach ihrer Herstellung autoklaviert oder sterilfiltriert

und wenn nicht anders beschrieben bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

Bakterienkultivierung

LB — Medium: Natriumchlorid 5g/L, Trypton 10g/L, Hefeextrakt 5g/L,
pH 7,0 (25°C) [78]

TSB — Medium: Casein Pepton 17g/L, di-Kaliumhydrogenphosphat
2,50/L, Glucose 2,5g/L, Natriumchlorid 5g/L, Soja
Pepton 3g/L, pH 7,3 (25°C) [79]
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2.1.4.

Abwaschen der Uberschiissigen Bakterien:

PBS — Puffer:

Natriumchlorid 8,0g, Kaliumchlorid 0,2g,
Dinatriumhydrogenphosphat 1,15g,
Kaliumhydrogenphosphat 0,2 g[80]

Agarosegelelektrophorese:

Agarosegel:
Laufpuffer:

Farbemittel:

Primersequenzen

Agarose 1,5% in TBE
TBE (TRIS — Borat — EDTA — Puffer)
Ethidiumbromid (4ul in 40ml Gel)

Primer Sequenz 5 > 3
EFS1 0029 FRW TTAGCCCAGTTTCCGCTGAC
EFS1 0029 REV AACTGGCCGTCCAATCACAT

EFS1_2443_FRW

ACACCTAAACCGACTAGAATAGC

EFS1_2443_REV

GGTCCAATCGCTGAAAGAATGC

EFS1_2450 FRW

AAACGTTGCGAACTCTTGGC

EFS1 2450 REV

TGTTTTTGGCTGGCGTGATG

Tabelle 3: Verwendete Primer
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2.2. Methoden

2.2.1. Bestimmung der Hydrophobizitat der Samples

Vor der Bestimmung der Kontakt-/und Abperlwinkel wurden die Samples nach einem
Protokoll der Firma Hoowaki gesaubert. Hierzu wurden die PDMS (Polydimethylsiloxan)
Samples in einer 2% - igen Verdiunnung von Micro-90 Reinigungslésung eingeweicht und
10 Minuten im Ultraschallbecken gereinigt. AnschlieRend wurden die Samples funf Mal
mit destilliertem Wasser abgespilt und im Anschluss weitere 5 Minuten im
Ultraschallbecken mit destilliertem Wasser gereinigt, um Ruckstande der Spulflissigkeit
restlos zu entfernen. Zum Schluss wurden die PDMS Samples in Aceton eingeweicht und
mit Druckluft getrocknet [81].

Im Anschluss an die Sauberung wurden die Samples bei Raumtemperatur weitestgehend

staubfrei gelagert.

Um die oben beschriebenen Beobachtungen von Cassie-Baxter und Wenzel
nachvollziehen zu kénnen, wurden die Kontakt-/und Abperlwinkel auf den verschiedenen
Samples gemessen. Auf diese Art und Weise kdnnen die unterschiedlichen
Mikrostrukturierungen der Oberflache der Samples nach ihrer Hydrophobizitéat beurteilt

werden.

2.2.1.1. Messung der Abperlwinkel

Zur Messung der Abperlwinkel wurden die Samples mit strukturierter Seite nach oben in
eine Petrischale gelegt, welche an einem Kipptisch befestigt wurde. Anschlieend wurde
ein Tropfen der zu messenden Losung auf das Sample gegeben und der Kipptisch
langsam geneigt. Der Winkel a, bei dem die Tropfen anfingen das Sample hinabzurollen,
wurde mittels Goniometer gemessen und notiert. Hierbei ergaben sich Ergebnisse fir die
Tropfengrof3en 10ul, 20pul, 50ul, 70ul und 100ul. Jede Messung wurde mindestens drei
Mal wiederholt. Als Losungen wurden destilliertes Wasser, LB — Medium, TSB — Medium,
sowie eine Suspension von E. coli und Enterococcus faecalis, jeweils mit einer optischen
Dichte von 0,1 (gemessen bei 600nm) verwendet.

droplet of the
test liquid

~ sliding angle a

Abbildung 10: Messung der Abperlwinkel
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2.2.1.2. Messung der Kontaktwinkel

Das Sample wurde mit der Mikrostruktur nach oben schauend auf eine Petrischale
gelegt. AnschlieBend wurde eine Kamera mit Makroobjektiv auf einem Stativ in einer
exakten Entfernung von der Petrischale positioniert. Dadurch konnte gewéhrleistet
werden, dass alle Fotos im gleichen Winkel und von der gleichen Entfernung aus
geschossen wurden. AnschlieRend wurden jeweils drei Tropfen der Grofze 10ul, 20pl,
50ul oder 100l auf das Sample gegeben und mit Hilfe der Kamera abgelichtet. Hierbei
erfolgten Aufnahmen fir Tropfen von LB — Medium, TSB — Medium, mit destilliertem
Wasser, sowie fiir eine Bakteriensuspension von E. coli und E. faecalis mit einer
optischen Dichte von jeweils 0,1 (gemessen bei 600nm).
Die Messung der Kontaktwinkel, sowohl rechts als auch links, erfolgte im Anschluss
digital mit Hilfe des Programms ImageJ [82].

droplet of the
test liquid

‘ contact angle 8
&-'

Abbildung 11: Messung der Kontaktwinkel

2.2.2. Bakterienkultur

2.2.2.1. Vermehrung und Aufbewahrung

Zur Kultivierung von Bakterien in Suspension wurde fir E. coli Luria Broth Medium [16]
und flr E. faecalis Tryptic Soy Broth (TSB) verwendet. Hierbei wurden die Bakterien tber
Nacht bei 37°C im Inkubator kultiviert. Zur Selektion plasmidhaltiger Stamme wurde
Ampicillin (100mg/l) in einer Konzentration von 1:1000 zum LB — Medium gegeben, um
nur diejenigen E. coli Bakterien, welche den Vektor fir die Ampicilin — Resistenz
aufgenommen haben zu kultivieren und damit sicherzustellen, dass sich ausschlieflich
E. coli — Bakterien in der Suspension befinden und verwendet werden. Zur
Aufbewahrung wurden jeweils 885ul der Zellsuspension mit 115pl Glycerin 100%

versetzt und bei -80°C eingefroren und gelagert.
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2.2.2.2. Transformation
Die Transformation der E. coli Bakterien wurde nach dem Protokoll des Labors von Prof.

Olivier Gires im Klinikum Grof3hadern durchgefihrt.

Fiur die Transformation wurden Aliquoten der kompetenten E. coli Bakterien auf Eis
aufgetaut. AnschlieRend wurde zu 50ul der Bakteriensuspension 1ul Plasmid mit dem
passenden Vektor gegeben und 30min auf Eis gelagert. Dann wurde der Ansatz 1min
lang bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und direkt im Anschluss wieder fir 2min auf
Eis gelagert. Im letzten Schritt wurden 950ul LB — Medium zum Ansatz gegeben und die
Probe unter leichtem Schitteln (800-900rpm) fur 30 bis 45 Minuten bei 37°C inkubiert.
Der Ansatz wurde zentrifugiert, der fliissige Uberstand abgegossen und das Pellet auf

Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. Standard PCR (Polymerase Chain Reaction)
Zur ldentifizierung des verwendeten E. faecalis - Stammes wurde die Tag-Polymerase
(MBI Fermetas) mit den Primern, die E. faecalis Symbiolflor identifizieren, verwendet. Es

wurden der folgende Reaktionsansatz und folgendes PCR Programm verwendet:

Primer Sequenz 5‘ > 3
EFS1_0029_FRW TTAGCCCAGTTTCCGCTGAC
EFS1_0029_REV AACTGGCCGTCCAATCACAT
EFS1_2443 FRW ACACCTAAACCGACTAGAATAGC
EFS1_2443 REV GGTCCAATCGCTGAAAGAATGC
EFS1_2450 FRW AAACGTTGCGAACTCTTGGC
EFS1 2450 REV TGTTTTTGGCTGGCGTGATG

Tabelle 4: Primersequenzen

EFS1_0029: PTS-System, cellobiosespezifische IIC-Komponente
Chromosome: 34,070-35,371 forward strand.
ASM31791v1:HF558530.1 [83]

EFS1 2443: cellobiosespezifisches PTS-System, [IC-Komponente, mutmallich
[83]
EFS1_2450: Typ | Restriktionsenzym, R-Untereinheit [83]
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Reagenz Volumen
gDNA 1l
Forward Primer 1l
Backward Primer 1l

Taq Puffer 5ul
dNTP (10mM) 1ul
MgCl> (25mM) 10yl

Taq — Polymerase 2,54l
H-0 1l

Tabelle 5: Reaktionsansatz der PCR

Temperatur Zeit Zyklen Reaktion
95°C 5min 1 Denaturierung
95°C 30s

57°C 1min 35 Zyklen Annealing
72°C 2min Elongation
72°C 10min 1

4°C Kihlung

Tabelle 6: Protokoll PCR

2.2.3.2. Agarose Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese wurde nach dem Protokoll von C. Aaij und P. Borst
durchgefiihrt [84]. Dabei wurden zunadchst die DNA - Fragmente in Agarosegelen
aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE (Tris — Borat — EDTA — Puffer) verwendet.
Das im Agarosegel zugegebene Ethidiumbromid interkalierte in die DNA, wodurch die

aufgetrennten Nukleinsduren unter UV — Licht visualisiert werden konnten.

2.2.4. Biofilmbildung auf den Samples

2.2.4.1. Statische Inkubation von Bakterien auf den Samples

Ubernachtkulturen von E. coli und E. faecalis wurden auf eine optische Dichte von 0,1
(gemessen bei 600nm) verdinnt. AnschlieRend wurden jeweils 3 Tropfen mit 200ul der
Bakterienkultur und 100ul des passenden Mediums auf das Sample gegeben und die
Samples in eine Petrischale gelegt. Die Petrischale mit dem Sample wurde in eine mit

feuchten Papiertiichern ausgelegte Box gegeben und anndhernd luftdicht verschlossen.
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Nach 18h bis 24h Bebritung bei 37°C im Brutschrank wurden die Samples mit je 200pl
PBS gewaschen und anschlie3end mit 0,2% Kristallviolett-Lésung fir 20min gefarbt.
Kristallviolett ist ein Farbstoff, der an Proteine und DNA bindet, womit die Adharenz von
lebenden und toten Zellen nachgewiesen werden kann [85].
AnschlieBend wurde die Lésung mit klarem Leitungswasser abgespllt und die Samples
vor der Extinktionsmessung getrocknet. Die mit Kristallviolett gefarbten Bakterien wurden

unter dem Mikroskop betrachtet und anschlieBend quantitativ gemessen (s.u.).

2.2.4.2. Inkubation von Bakterien auf den Samples im Shaker
Ubernachtkulturen von E. coli und E. faecalis wurden auf eine optische Dichte von 0,1
(gemessen bei 600nm) verdinnt. Die Samples wurden in eine Petrischale geklebt und
zum Boden der Petrischale hin abgedichtet. In einer Petrischale befanden sich dabei
jeweils zwei verschiedene Samples sowie ein Kontrollsample ohne Mikrostruktur (#000).
AnschlieRend wurden die Samples mit der jeweiligen Bakteriensuspension Ubergossen,
bis diese vollstandig bedeckt waren. Der Deckel der Petrischale wurde aufgesetzt und
die Schalen in einen mit feuchten Tuchern ausgelegten Behélter gegeben, der ebenfalls
anndhernd luftdicht abgeschlossen wurde. Nun wurden die Samples bei 60rpm und 37°C
im Shaker bebritet. Die Auswertung erfolgte nach 18h.

Petri dish

—— [ crecumensen
——— sample

Abbildung 12: Versuchsaufbau Biofilm auf Sample

2.2.4.3. Quantitative Messung des Biofilms
Nach 18-stiindiger Bebritung wurden die Samples aus dem Shaker genommen und die
Uberschissige Bakteriensuspension abgegossen. AnschlieRend wurde jedes Sample mit
jeweils 3 x 200ul PBS abgewaschen und mit 3%iger Kristallviolettlbésung zwei Minuten
lang gefarbt. Im Anschluss wurden die gefarbten Samples unter flieRendem
Leitungswasser abgewaschen und 10min bei 50°C getrocknet, sodass makroskopisch
bereits gefarbte Stellen (Biofilm) sichtbar wurden. Nach dem Trocknen wurden die
Samples im Mikroskop unter verschiedenen VergréRerungsstufen betrachtet und
dokumentiert. Zur quantitativen Messung der Biofiimmenge wurden die Samples jeweils
mit 4ml 70%-iger Ethanol-Losung abgewaschen und die optische Dichte bei 600nm
gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1. Kontaktwinkel

Aufgrund der vorangegangenen Erl&uterungen und Berechnungen erwarten wir bei den

mikrostrukturierten Oberflachen sehr hydrophobe Kontaktwinkel, d.h. 8 > 90°.

Die Messungen bei destilliertem Wasser ergaben jeweils fir die TropfengréRen von 10ul
bis 100ul Kontaktwinkel von 133° bis 155° fur Sample #002, 139° bis 157° fur Sample
#006, 150° bis 153° fur Sample #069 und 140° bis 156° fur Sample #086 (siehe
Abbildung 14). Die Unterschiede der Winkel zwischen den einzelnen Samples lassen
sich durch die unterschiedliche Oberflachenstruktur erklaren, wobei jegliche Ver&nderung
des Oberflachenmusters eine Anderung des Kontaktwinkels bedingt. Dartiber hinaus fallt
auf, dass die Kontaktwinkel steigen, je groRer die Tropfen werden. Dies geschieht, wie in
Kapitel 1.3.3. bereits erwahnt, aufgrund von Lufteinschlissen im Muldenbereich, die zur
Erhéhung der Hydrophobie beitragen [65]. Da das Kontrollsample #000 keine
Oberflachenstruktur besitzt, ergibt sich hier der kleinste Kontaktwinkel von ca. 104°(der

jedoch durch die hohere Polaritat des groReren Wassertropfens ebenfalls leicht ansteigt).

Kontaktwinkel H,O

170° —o—#000
—A—#002
160° —%—#004
150° —%—#006
 140° —0—#007
— —+—#008
£ 130° #009
2 100° #012
110° —o—#069
—B—#086
100° —A— #401
90°

10ul 20ul 50pl 70ul 100ul

Abbildung 13: Kontaktwinkel destilliertes Wasser
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Kontaktiwinkel H,O
170°
160°
150°
== #000
— 140° -
= e #002
= 130 —¥—#006
2 120° —o—#069
110° ‘_?__.4 == #086
—0
100°
90° T T T T 1
1oul 20ul 50ul 70ul 100pl

Abbildung 14: Samples mit den héchsten Kontaktwinkeln bei Wasser im Vergleich zur Kontrolle #000

Um genauere Ruckschlisse Uber die Hydrophobizitdt der Samples zu gewinnen, sollen
die Strukturen der einzelnen Oberflachen miteinander verglichen werden. Die Samples
mit der héchsten Hydrophobizitat bei destilliertem Wasser sind #002, #006, #069 und
#086 (siehe Abbildung 14). Alle diese Samples besitzen runde Strukturen (siehe
Abbildung 15 und Abbildung 16), dementsprechend scheint diese Form fir destilliertes

Wasser am wirkungsvollsten.

Abbildung 15: Oberflache von Sample #002, das Muster hat runde Strukturen mit 50um Durchmesser und
70um Hohe in einem Abstand von 100pm
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Abbildung 16: Oberflache von Sample #006, das Muster hat runde Strukturen mit 3um Durchmesser und
6um Hoéhe in einem Abstand von 6um
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Abbildung 17: Oberflache von Sample #069, das Muster hat runde Strukturen mit 35um Durchmesser und
35um Hohe in einem Abstand von 35um
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Abbildung 18: Oberflache von Sample #086, das Muster hat runde Strukturen mit 35pm Durchmesser und
35um Hohe in einem Abstand von 35um

Bei der Messung der Kontaktwinkel mit einer Suspension von E. coli — Bakterien ergaben
sich wiederum jeweils flr TropfengrofRen von 10l bis 100ul Winkel von 137° bis 157° fur
Sample #002, 140° bis 161° fur Sample #012, 147° bis 157° fur #069 und 145° bis 156°
fur #086. Diese sind somit als diejenigen mit der hdchsten Hydrophobizitat unter den
getesteten Samples zu bewerten. Die Samples #002 und #069 besitzen runde Strukturen
(siehe Abbildung 15, Abbildung 17). Sample #086 hat ebenfalls runde Strukturen,
allerdings in verschiedenen Grof3en und mit unterschiedlichen Abstanden bzw. Hohen der
Strukturen (siehe Abbildung 18) Sample #012 hat rechteckige Strukturen (siehe Abbildung
21).
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Kontaktwinkel E. coli
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Abbildung 19: Kontaktwinkel E. coli
Kontaktwinkel E. coli
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150°
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90°
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Abbildung 20: Samples mit den héchsten Kontaktwinkeln bei E. coli im Vergleich zur Kontrolle #000

Pattern #012C
Isometric View

200 microns

Abbildung 21: Oberflache von Sample #012, das Muster hat rechteckige Strukturen mit 25 x 25um

Durchmesser und 115um Hoéhe in einem Abstand von 50um
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Far die Kontaktwinkel fur Tropfengréf3en von jeweils 10ul bis 100ul bei einer E. faecalis —
Suspension ergaben sich Winkel von 139° bis 149° flr #006, 131° bis 142° fur #007, 134°
bis 152° fur #069 und 135° bis 158° flr #086. Diese sind somit als diejenigen mit der
hochsten Hydrophobizitat unter den getesteten zu bewerten. Auch hier besitzen die als
am hydrophobsten getesteten Samples runde Oberflachenstrukturen (siehe Abbildung 16,
Abbildung 24, Abbildung 17 und Abbildung 18)

Kontaktwinkel Enterococcus faecalis

170° —o—#000
160° —A— #002
—3—#004
150 —%—#006
— 140° —0—#007
T 1300 —+—#008
£ #009
= 120° ——#012
110° —o—#069
100° —@—#086
—A—#401

90°

10ul 20pl 50ul 70ul 100ul
Abbildung 22: Kontaktwinkel Enterococcus faecalis
Kontaktwinkel Enterococcus faecalis
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90°
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Abbildung 23: Samples mit den héchsten Kontaktwinkeln bei Enterococcus faecalis im Vergleich zur
Kontrolle #000
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) 5um

10um

1ltum
" .

Abbildung 24: Oberflache von Sample #007, das Muster hat runde Strukturen mit 5um Durchmesser und
110um Hohe in einem Abstand von 10um

Anhand der Tabellen im Anhang konnen die Kontaktwinkel aller getesteten Samples fir
das jeweilige Medium verglichen werden. Der Ubersicht halber wurden im FlieRtext nur
die hydrophobsten Samples aufgefiihrt.
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3.2. Abperlwinkel

Als zweiter Versuch zur Beurteilung der Hydrophobizitat wurden die Abperlwinkel auf den
Samples bei verschiedenen Tropfengréfen gemessen. Hierbei sollten nach dem Prinzip
des oben erlauterten Lotuseffektes die Messungen bei besonders hydrophoben

Oberflachen einen geringen Abperlwinkel ergeben.

R Abperlwinkel H,O
120 —o—#000
100° A —— #002
.WL‘\\\ —%—#004
80° —¥—#006
% —0—#007
~60°
= —+—#008
=
40° #009
—=—#012
207 —o—#069
o ——#086
10pl 20l 50ul 1o0ul 300pl 500p]  —A—#401

Abbildung 25: Abperlwinkel dest. Wasser, alle getesteten Samples

Die geringsten Abperlwinkel von destilliertem Wasser wurden fir Sample #002 mit 27° bis
4°, fir Sample #006 mit 13° bis 6°, fir Sample #012 mit 32° bis 4° und fir Sample #086

mit 21° bis 3° gemessen (siehe Abbildung 26). Auch diesen Samples sind die runden

Oberflachen —  Strukturen gemeinsam (wie schon bei den Kontaktwinkeln).

120°

Abperlwinkel H,O

100°
~ 80 ==0==#000
= =t #002
()] o
~ 60
= === #006
= e #1012

40°

—&—#086
20° H \
0° ; ; ; ; ; .
10pl 20l 50ul 100ul 300p! 500pl

Abbildung 26: Samples mit den niedrigsten Abperlwinkeln bei Wasser im Vergleich zur Kontrolle #000
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Bei E. coli — Suspensionen wurden Abperlwinkel von 20° bis 5° fir Sample #002, 27° bis
8° fur Sample #008, 22° bis 6° fur Sample #012 und 81° bis 8° fur Sample #086
gemessen (siehe Abbildung 28). #002. #008 und #086 besitzen jeweils runde
Oberflachenstrukturen mit unterschiedlichen Durchmessern und Abstanden (siehe
Abbildung 9, Abbildung 29 und Abbildung 18). #012 hingegen hat eine quadratische
Oberflachen — Struktur (siehe Abbildung 21).

Abperlwinkel E. coli 4000
120 == #002
100° == #1004
== #006
_ & —e— 1007
= "
S 60 #008
E #009
=
40° #012
== 1069
20°
E = == 1#086
0° e #4071
1oul 20ul 50ul 100pl 300l 500ul

Abbildung 27: Abperlwinkel von E. coli auf allen getesteten Samples

Abperlwinkel E. coli - hydrophobste Samples
120°

100°
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80° o= #000
= \ e #002
2 e0°
= \ e #008
= 40° e #012

——#086
20°

00
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Abbildung 28: Samples mit den geringsten Abperlwinkeln bei E. coli im Vergleich zur Kontrolle #000
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Patlom SO0RAP -
sometniz View
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Abbildung 29: Oberflache von Sample #008, das Muster hat runde Strukturen mit 200um Durchmesser und
350um Hohe in einem Abstand von 400pm

Die Suspension mit E. faecalis ergab Abperlwinkel von 90° bis 13° fur Sample #002, 90°
bis 6° fir Sample #012, 83° bis 7° fur Sample #069 und 90° bis 6° fur Sample #086 (siehe
Abbildung 31). #002, #069 und #086 besitzen runde Oberflachenstrukturen (siehe
Abbildung 15, Abbildung 17, Abbildung 18), wohingegen #012 quadratische Strukturen
aufweist (siehe Abbildung 21).

Abperlwinkel E. faecalis

120° —o—#000
—A— #002

100° —3—#004
80° —%—#006

' ——#007
T B0o° #008
'§_ #009
40° ——#012
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20° —B—#086

0° —A— #401

10pl 20ul 50ul 100pl 300pl 500pl

Abbildung 30: Abperlwinkel E. faecalis, alle getesteten Samples
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Abbildung 31: Samples mit den geringsten Abperlwinkeln bei E. faecalis im Vergleich zur Kontrolle #000

Unter den getesteten Samples sind somit die im Text aufgeflihrten als diejenigen mit der

hdchsten Hydrophobizitat zu bewerten.
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3.3. Biofilmbildung

Die Samples wurden nach unter 2.2.3. genannter Methode inkubiert und anschlieend
die unter 2.2.4. genannte Methode zur quantitativen Bestimmung der Biofilmbildung
verwendet. Dabei wurde jeweils die optische Dichte (OD) pro Flache des Samples als

Vergleichsgro3e herangezogen.

Auf Sample #002 und #008 ergab sich fir E. coli auf beiden Samples eine hoéhere
Biofilmbildung als auf dem Kontrollsample #000. Die héchste Biofiimbildung auf #002
(siehe Abbildung 33). Bei E. faecalis ergab sich ebenfalls auf beiden Samples eine
hohere Biofilmbildung als auf der Kontrolle, auch hier zeigte sich mehr Biofilm bei #002
als bei #008 (siehe Abbildung 32).

Biofilmbildung E. coli Biofilmbildung E. faecalis
0,25 0,25

o 0,2 o 0,2

S S T

« 0,15 © 0,15

LL LL

=~ 01 -~ 0,1 T

a o)

0 - T . 0 -
#000 #002 #008 #000 #002 #008

Abbildung 33: Biofilmbildung E. coli Sample #002 Abbildung 32: Biofilmbildung E. faecalis Sample
und #008 #002 und #008

Sample #004 zeigte die geringste Biofilmbildung sowonhl fiir Escherichia coli als auch far
E. faecalis. (siehe Abbildung 35 und Abbildung 34).

Biofilmbildung E coli Biofilmbildung E. faecalis
0,25 0,25
o 0,2 o 0,2
5 £
% 0,15 ® 0,15
[ o
=~ 01 -~ 01 T
[a) [
S MM o 1
O T T O T T
#000 #004 #401 #000 #004 #401
Abbildung 34: Biofilmbildung E. coli Sample #004 Abbildung 35: Biofilmbildung E. faecalis Sample
und #401 #004 und #401
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Fur E. coli zeigte sich auch auf Sample #006 wenig Biofilmbildung, allerdings trotzdem
mehr als auf dem Kontrollsample #000. Dies galt jedoch nicht fir E. faecalis (siehe

Abbildung 37 und Abbildung 36).

Biofilmbildung E coli Biofilmbildung E. faecalis
0,25 0,25

o 0,2 o 0,2

5 5

0,15 « 0,15

LL L

-~ 01 -~ 01

8 0.05 - 8 0,05

o mm | o/ HE .
#000 #006 #007 #000 #006 #007

Abbildung 37: Biofilmbildung E. coli Sample Abbildung 36: Biofilmbildung E. faecalis Sample
#006 und #007 #006 und #007

Auf Sample #009 und #012 zeigte sich sowohl bei E. coli als auch bei E. faecalis
deutlich mehr Biofilmbildung auf den mikrostrukturierten Oberflachen im Gegensatz zur

Kontrolle (siehe Abbildung 39 und Abbildung 38).

Biofilmbildung E. coli Biofilmbildung E. faecalis
0,25 0,25

Q2 0,2 % 0,2

& 0,15 I % 0,15

= < o1

a 0.1 a

O 0,05 O 0,05

o N , o HEE .
#000 #009 #012 #000 #009 #012

Abbildung 39: Biofilmbildung E. coli Sample #009 Abbildung 38: Biofilmbildung E. faecalis Sample
und #012 #009 und #012
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Die letzten zu betrachtenden Samples sind #069 und #086. Hier zeigte sich im Vergleich
zum Kontrollsample ebenfalls starkere Biofilmbildung auf den mikrostrukturierten

Oberflachen (siehe Abbildung 40 und Abbildung 41).

Biofilmbildung E. coli Biofilmbildung E. faecalis
0,25 0,25

3 02 T 0,2

< <

& 0,15 & 0,15 I

LL LL

- 01 -~ 01

) o

O 0,05 O 0,05

0 - mEm_ i 0 -
#000 #069 #086 #000 #069 #086

Abbildung 41: Biofilmbildung E. coli Sample #069 Abbildung 40: Biofilmbildung E. faecalis Sample
und #086 #0ARO 11Ind #NRA

Darlber hinaus galt es herauszufinden, wo sich die Bakterien Uberwiegend befinden.
Mdégliche Anhaftungspunkte sind sowohl auf den Erhebungen der Strukturen als auch in

deren Zwischenrdumen oder an deren Seitenwanden.

Hierbei zeigte sich, dass sich die Bakterien nach 18h Inkubation sowohl auf als auch

zwischen den Erhebungen anhaften (siehe Abbildung 43 und Abbildung 45).

50 pum

Abbildung 43: Biofilmbildung von E. coli auf #004 Abbildung 42: Kontrolle, Biofiimbildung E. coli
nach 18h Inkubation (400x VergréRerung) auf #000 nach 18h Inkubation (400x
VergréRerung)

Abbildung 45: Biofilmbildung E. faecalis auf #004 Abbildung 44: Kontrolle, Biofilmbildung E.
nach 18h Inkubation (400x VergroRerung) faecalis auf #000 nach 18h Inkubation (400x
Vergrof3erung)



3.4. Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und
Biofilmbildung

Um die Ergebnisse aus den vorherigen Kapiteln in Zusammenschau besser beurteilen zu
koénnen, ist es hilfreich, die Parameter der einzelnen Samples noch einmal gemeinsam

Zu betrachten.

Anhand der Grafiken kann man erkennen, dass die Kontaktwinkel und Abperlwinkel
sowohl auf #002 als auch auf #008 eine hydrophobe Oberflache zeigen (siehe Abbildung
46). Die Hohe der Biofilmbildung ist allerdings auf dem Kontrollsample #000 ohne

mikroskopische Oberflache am geringsten.

#002 E. coli
= 150 = = et=sliding
< 100 angle Biofilmbildung E. coli
x 50
.g 0 bty contact 0,25
10ul 20ul 50ul 100yl angle @ 02
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Eigg - —o—sliding o | ,
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£ o 0——-9*. contac
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10ul 20ul 50ul 100ul
Abbildung 46: Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples

#002 und #008 bei E. coli

Ahnlich verhalt es sich auf den gleichen Samples mit E. faecalis (siehe Abbildung 47).
Auch hier lasst sich anhand von Kontakt-/und Abperlwinkel eine hydrophobe Oberflache
darstellen. Die Biofilmbildung ist auf den Samples mit der mikrostrukturierten Oberflache

allerdings deutlich hoher als auf dem Kontrollsample.
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Abbildung 47: Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples

#002 und #008 bei E. faecalis

47



Bei #004 und #401 zeigen Kontakt-/und Abperlwinkel auch eine hydrophobe Oberflache
(siehe Abbildung 48). Betrachtet man die Biofilmbildung auf den Samples, so zeigt sich
bei #401 eine deutliche héhere OD/Flache als auf dem Kontrollsample. Diese ist fur
#004 und #000 bei E coli annahernd gleich hoch, es bildet sich also ahnlich viel Biofilm

wie auf der nicht strukturierten Oberflache von #000.
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Abbildung 48: Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples
#004 und #401 bei E. coli

Wie Abbildung 49 zeigt, bestehen bei E. faecalis auf #004 und #401 ebenfalls
hydrophobe Kontakt-/und Abperlwinkel. Auch hier die Biofilmbildung bei Sample #401
hoher als auf dem Kontrollsample. Bei #004 zeigt sich fur E. faecalis eine ahnliche

Biofilmbildung wie auf der glatten Kontrolle #000.
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Abbildung 49: Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples
#004 und #401 bei E. faecalis



Bei Sample #006 und #007 ergeben sich fur E. coli hydrophobe Kontakt-/und
Abperlwinkel. Die Biofilmbildung ist gegeniber dem Kontrollsample erhéht (siehe

Abbildung 50).
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Abbildung 50:

#006 und #007 bei E. coli

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples

Ahnlich verhalt es sich auf bei den gleichen Samples mit E. faecalis. Auch hier zeigen
sich hydrophobe Kontakt-/und Abperlwinkel. Die Biofilmbildung ist gegeniiber dem
Kontrollsample auf den mikrostrukturierten Oberflachen hoher (siehe Abbildung 51).
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Abbildung 51:

#006 und #007 bei E. faecalis

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples
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Bei #009 und #012 zeigen Kontakt-/und Abperlwinkel eine hydrophobe Oberflache

(siehe Abbildung 52). Betrachtet man die Biofilmbildung auf den Samples, so zeigt sich

auf beiden Samples fir E. coli eine hohere Biofilmbildung als auf dem Kontrollsample
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Abbildung 52:

#009 und #012 bei E. coli

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples

Bei E. faecalis zeigen sich ebenfalls hydrophobe Kontakt-/und Abperlwinkel auf den

Samples. Die Biofilmbildung ist auch hier deutlich hoher als auf der Kontrolle (siehe
Abbildung 53). Die Biofilmbildung auf #009 besitzt insgesamt die hochste OD/Flache

unter den getesteten Samples.
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Abbildung 53:

#009 und #012 bei E. faecalis

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples
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Die letzten betrachteten Samples #069 und #089 zeigen ebenfalls hydrophobe Werte fir
die Kontakt-/und Abperiwinkel (siehe Abbildung 54). Die Biofilmbildung ist auf #086
deutlich hoher als auf #069. Auf beiden Samples bildet sich mehr Biofilm als auf der

Kontrolle #000.
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Abbildung 54:
#069 und #086 bei E. coli

Auch bei E.

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples

faecalis zeigten sich die getesteten Samples #069 und #086 mit

hydrophoben Kontakt-/bzw. Abperlwinkeln (siehe Abbildung 55). Die Bildung von Biofilm

auf den Samples ist hoher als beim Kontrollsample #000.
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Abbildung 55:
#069 und #086 bei E. faecalis

Vergleich zwischen Kontaktwinkel, Abperlwinkel und Biofilmbildung auf den Samples
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen des Lotus Effektes auf hydrophoben
Oberflachen auf die Adh&sion von Bakterien zu untersuchen. Dies wurde mit Hilfe der gut
charakterisierten Biofilmbildner Escherichia coli und Enterococcus faecalis untersucht
[39, 86].

Die getesteten Samples wurden aus Polydimethylsiloxan (PDMS) gefertigt, einem
Silikon, welches durch seine hohe Biokompatibilitat oft im medizinischen Bereich
eingesetzt wird [77]. Dabei unterscheiden sich die einzelnen Oberflachenstrukturen
sowohl in der Form der Strukturen, rund oder eckig, als auch in Hohe und im Abstand der

Oberflachenmerkmale zueinander.

Um die Hydrophobizitat der unterschiedlich mikrostrukturierten Samples zu bestimmen,
wurden zunachst die Kontaktwinkel gemessen. Ein Kontaktwinkel >90° zeigt eine
hydrophobe Oberflache, ein Kontaktwinkel von 0° bis 90° spricht eher fir eine hydrophile
Oberflache [87] [2]. Alle Kontaktwinkel zeigen auf den getesteten Oberflachen
hydrophobes  Verhalten, was fir eine gute Hydrophobie sowohl bei
Bakteriensuspensionen als auch bei Wasser spricht. Inshesondere die Samples mit den
Nummern #002, #006, #007, #012, #069 und #086 ergaben fir alle getesteten Medien
die hochsten Kontaktwinkel und die niedrigsten Abperlwinkel, was auf das starkste
hydrophobe Verhalten hinweist. #002. #006 #007, #069 und #086 besitzen jeweils runde,
#012 quadratische Oberflichenmerkmale. #086 und #069 besitzen dartber hinaus raue
Oberflachen an den Seitenwé&nden der Erhebungen, welche zusétzlich zur

Hydrophobizitat beitragen.

Allerdings unterscheiden sich die Kontaktwinkel auf dem jeweiligen Sample bei den
verschiedenen getesteten Substanzen. Dies kann mehrere verschiedene Ursachen
haben. Zum einen besteht die Mdglichkeit, dass die unterschiedliche Konsistenz der
Medien eine Rolle spielt. Escherichia coli wurde in LB — Medium bebrutet, Enterococcus
faecalis in TSB — Medium. Beide Medien enthalten Nahrstoffe und Salze fir die
Bakterien, sodass sie eine hohere Viskositat als Wasser aufweisen [79] [88]. Um diese
Vermutung zu Uberprifen, wurden zusatzlich die Kontaktwinkel der beiden Medien
Uberproft, die anndhernd mit den Kontaktwinkeln von destilliertem Wasser
Ubereinstimmen (siehe Diagramme im Anhang). Hieraus konnte geschlussfolgert werden,
dass die Bakterien und deren Metabolite Ursache fiir die Anderung des Kontaktwinkels

sein missen.

Die nachste Beobachtung war, dass E. faecalis und E. coli auf dem Sample mit der
jeweils gleichen mikrostrukturierten Oberflache zu unterschiedlichen Kontaktwinkeln
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fuhren. Demzufolge muss die Morphologie bzw. das Verhalten des Bakteriums den
Kontaktwinkels beeinflussen. Zum einen verandern die Ausscheidungsprodukte der
Bakterien den pH — Wert der Losung. Dadurch verandert sich auch die Ladung der
einzelnen Molekile, was wiederum Auswirkungen auf die Oberflachenspannungen hat
und damit zu einer Anderung des Kontaktwinkels fiihrt [89]. Zum anderen unterscheiden
sich die beiden untersuchten Bakterienarten in lhrem Aussehen: E. coli ist
stabchenférmig und weist ein gramnegatives Farbeverhalten auf, wohingegen E. faecalis
zu den Kokken gehdrt und ein grampositives Farbeverhalten aufweist [34] [39]. Es ist
wabhrscheinlich, dass diese unterschiedlichen Eigenschaften eine Rolle bei der Adhasion
der Bakterien spielen. Zum anderen produzieren verschiedene Bakterienarten
unterschiedlich zusammengesetzte extrazellulare polymere Substanzen (EPS) [90].
Diese bestehen unter anderem aus Kationen, welche daflir sorgen, dass die Bakterien
von einer Hydrathille umgeben sind [91]. Die Ladung, Grof3e und der Durchmesser der
Hydrathtille der Kationen der EPS bestimmt deren ,Bindevermdgen®. Wenn die Grolke
der lonen der EPS zunimmt, nimmt die Dicke der Hydrathille ab. Grof3e lonen mit hoher
Ladung und damit dinner Hydrathille kdnnen leichter die negativ geladenen Oberflachen
der Mikroorganismen mit den negativ geladenen Enden der EPS verbinden als kleine
lonen mit niedriger Ladung und dicker Hydrathulle.[91] Dieser Unterschied in der GrbRRe
der Hydrathille hat wiederum Auswirkungen auf die Spannungsverhaltnisse an der
Tropfenoberflache. Obwohl zu erwarten ware, dass mehr elektronegative Zellen eine
grolRere Hydrophilie aufweisen wiirden, wurde berichtet, dass das Vorhandensein einer
erhdhten Menge an EPS dazu fihrt, dass die Zellen hydrophobe Eigenschaften
aufweisen, hauptséchlich aufgrund der dynamischen Bewegung der Proteine der
auReren Oberflache, welche die Polaritdt oder Ladung der Zelle verdndern kénnen [92]

und damit Auswirkungen auf die Hohe des Kontaktwinkel haben.

Als zweiter Parameter zur Bestimmung der Hydrophobizitat wurde der Abperlwinkel auf
den mikrostrukturierten Oberflachen gemessen. Je kleiner der Abperlwinkel auf einer
Oberflache ist, desto hydrophober ist diese [2] [93]. Auch hier zeigte sich sowohl ein
Unterschied zwischen den einzelnen Oberflachen als auch bei den getesteten Medien.
Um auszuschlie3en, dass die Viskositdt des Mediums eine entscheidende Rolle spielt,
wurden die beiden Medien einzeln getestet, wobei die Abperlwinkel nahezu identisch mit
denen von destilliertem Wasser waren (siehe Abbildungen im Anhang). Demnach
scheinen auch hier die Bakterien selbst einen signifikanten Einfluss auf den Abperlwinkel
zu haben. Allerdings konnte auf allen Samples und bei jedem Medium beobachtet
werden, dass die Abperlwinkel kleiner werden, je gréRer der Tropfen mit der zu
betrachtenden Suspension ist. Die kleineren Abperlwinkel bei gréRerer TropfengrofRe

lassen sich durch das hohere Gewicht der einzelnen Tropfen erklaren [94]: Bei kleinen
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Tropfen-Volumina sind die polaren Kréfte, die am Material der Strukturen festhaften
groler als das Gewicht der Tropfen, wodurch die Abperlwinkel héher sind. Ab ca. 100ul
Ubersteigt allerdings das Tropfengewicht die polaren Krafte, weshalb der Tropfen friher
abperlt [95] [94]. Bei der Messung der Abperlwinkel zeigten sich die Samples mit den
Nummern #002, #006, #008, #012, #069 du #086 als diejenigen mit den hydrophobsten
Oberflachen, was grof3tenteils mit den Versuchen zur Messung der Kontaktwinkel

Ubereinstimmt.

Im Anschluss erfolgte die Messung der Biofilmbildung auf den einzelnen Oberflachen. Es
wurde erwartet, dass die Hydrophobizitat der Oberflachen eine geringere Adhasion der
Bakterien bewirkt und dadurch zu weniger Biofilimbildung fuhrt. Die Bebritungszeit auf
den Samples betrug 18h im Shaker bei 60rpm und 37°C. Im Anschluss wurden die
Bakterien mit einer Kristallviolettiésung angefarbt und die optische Dichte pro
Sampleflache gemessen. Diese diente als Vergleichsgrof3e zur Beurteilung der Stéarke

der Biofilmbildung.

Auf allen Samples zeigte sich jeweils deutlich mehr Biofilmbildung als auf der Kontrolle
ohne Oberflachenstruktur. Die einzige Ausnahme hierbei bildete #004, auf dem es
sowohl bei E. coli als auch bei Symbioflor die Biofilmbildung ahnlich zu der des

Kontrollsamples war.

Wahrscheinlich gelangen die Bakterien aufgrund ihrer geringeren Grol3e in die Strukturen
und kdnnen sich dann dort besser festsetzen. Darliber hinaus kommt es zu einem
Ubergang vom Cassie — Baxter-/ in den Wenzel — Zustand, wenn eine PDMS-Oberflache
mit mikroskopischer Struktur in eine Losung Uberfihrt wird [96], [97], [98]. Im Cassie-
Baxter-Zustand steht nur der Bereich auf den Erhéhungen fiir die Bakterienanhaftung zur
Verfligung, da die zwischen den hervorstehenden Merkmalen eingeschlossene Luftblase
verhindert, dass Bakterien diesen Ort erreichen. Dieser Effekt verliert jedoch mit der Zeit
an Wirkung, insbesondere durch die von E. coli ausgebildeten Flagellen. Diese
ermdglichen dem Bakterium eine gesteigerte Motilitat, wodurch die Oberflaiche vom
Cassie-Baxter-/in den Wenzel-Zustand tbergeht. Nach Erreichen des Wenzel-Zustandes
werden die vertikalen Seiten der Oberflichenmuster fir die bakterielle Adh&sion
zuganglich. Durch die Anheftung an den Seiten der hervorstehenden Oberflachenstruktur
wéare es auch denkbar, dass die Bakterien besser vor lokalen Strdomungen geschutzt
sind, was wiederum eine Erklarung fir die vermehrte Biofilmbildung wére. [96] Frielander
et al. testeten ebenfalls PDMS — Oberflachen mit hexagonalen Oberflachenstrukturen mit
3um Durchmesser und einer Hohe von 2,7um im Abstand von 440nm[96]. Dabei stellten
sie fest, dass zu Beginn die Bakterien durch den Cassie-Baxter-Zustand die

Zwischenrdume nicht erreichen kdnnen. Dieser Effekt lasst allerdings nach ca. 4h nach,
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da nach diesem Zeitraum die Oberflache in den Wenzel — Zustand tbergeht und die
Bakterien somit die Mdéglichkeit bekommen, auch in die Zwischenraume der Strukturen
zu gelangen.[96]. Dies gilt insbesondere fur E. coli, da es, im Gegensatz zu

Enterokokken, Uber Oberflachenstrukturen verflgt, die es motil machen [99] [100].

Um genauere Betrachtungen der Biofilmbildung zu vereinfachen, wurde die OD/Flache
der Kontrolle #000 auf 0,2/cm? normiert und die Biofiimbildungen der Samples
rechnerisch angepasst (siehe Abbildung 56 und Abbildung 57).

Betrachtet man Abbildung 56 und Abbildung 57, so ist das einzige Sample mit ann&hernd
gleich hoher Biofilmbildung wie auf der Kontrolle bei beiden Bakterienarten #004. Diese
Oberflachenstruktur zeigte bei der Messung von Kontakt-/und Abperlwinkel zwar
hydrophobe Eigenschaften, diese waren allerdings nicht so stark wie bei anderen
Samples. Demzufolge scheint die Hydrophobizitdt zur Minimierung der bakteriellen
Adhéasion und Biofilmbildung nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. zeigt die Biofilmbildung von E. ¢
oli auf allen getesteten Samples im Vergleich.
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Abbildung 56: Biofilmbildung von E. coli, Vergleich der Samples untereinander bei auf eine OD von
0,2/cm2 normierten Werten, Vergleich des Aussehens der Oberflachenstruktur

Auffallig hierbei sind die niedrigen Werte fur #000 (Kontrolle ganz ohne
Oberflachenstruktur), fir #004 und fir #401. Im Gegensatz zu den anderen Oberflachen
besitzen diese beiden Samples jeweils quadratische Strukturen mit einer H6he von

25um. Bei Sample #004 von jeweils 10x10um in einem dreieckigen Gitter mit Abstand
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von 20um. Gu et. al. zeigten, dass quadratische topographische Strukturen mit einer
Seitenlange von 20um, 50um und 100um und einem Abstand zwischen den Mustern von
grolRer oder gleich 10um die Biofilmbildung bei E. coli im Vergleich zur glatten Kontrolle
fordern [101]. Dabei bewirkten 10um hohe hexagonale Muster mit einer Seitenlange von
15um und einem Abstand von 2um zwischen den Mustern eine Reduktion der
Biofilmbildung von 85% bzw. 46% im Vergleich zur glatten Kontrolloberflache, da
hierdurch insbesondere die Biofilmbildung auf den Seiten der Muster reduziert werden
konnte [101]. Ahnlich dieser Beschreibung von Gu et. al. ist Sample #006 aufgebaut,
welches eine Strukturhéhe von 6um sowie zirkulare Strukturen mit 3um Durchmesser im
Abstand von 6um besitzt. Hier zeigte sich bei E. coli zwar im Vergleich zu anderen
Samples weniger Biofilmbildung, jedoch keine besseren Ergebnisse im Vergleich zum
Kontrollsample #000 mit einer glatten PDMS - Oberflache.

Die hochste Biofilmbildung von E. coli zeigte sich auf Sample #069 und #086 (siehe
Abbildung 56). Diese beiden zeigten bei allen getesteten Medien sowohl bei der
Messung des Kontaktwinkels als auch bei der Messung des Abperlwinkels die besten
Ergebnisse bezliglich der Hydrophobizitdt. Demnach wurde vermutet, dass hier auch

eine geringere Biofilmbildung zu beobachten ist, was sich allerdings nicht bestatigt hat.

Der grofite Unterschied von #069 und #086 zu den anderen mikrostrukturierten
Oberflachen ist der, dass diese beiden Samples zusétzlich an den Seiten der Merkmale
,Einkerbungen®, also eine Strukturierung, besitzen. Vergleicht man nun die Biofilmbildung
von E coli und E. faecalis auf diesen beiden Samples miteinander, ist auffallig, dass E.
coli deutlich mehr Biofilm bildet, wohingegen bei E. faecalis vergleichbar wenig Biofilm
auf #069 und #086 entsteht. Eine Ursache hierfur konnte die Flagellenbildung von E. coli
[99] [100] sein. Durch die flagellare Motilitdt kann sich das Bakterium auch an den
mikrostrukturierten Seitenflachen der Merkmale festzusetzen, wodurch dem Bakterium
auf dem Sample eine insgesamt groRere Kontaktfliche geboten wird. Dies wirde die
vermehrte Biofilmbildung von E. coli auf #069 und #086 erklaren. Auch Gu et. al. testeten
E. coli und insbesondere dessen Konjugationsmechanismen [101], welche sich vom
Verhalten der Enterokokken unterscheiden[40]. Wichtig fur die Konjugation in Biofilmen
ist vor allem die Motilitdt der Zellen [102], welche bei E. coli aufgrund der Flagellen
bestent [99] [100]. Die Abschaffung der flagellaren Motilitat kann die bakterielle
Konjugation an den Seiten topographischer Oberflachenstrukturen signifikant reduzieren,
was darauf hindeutet, dass diese wichtig fir die anfangliche Anhaftung von
Empfangerzellen an modifizierte PDMS-Oberflachen ist. [102] Gu et. al. zeigten
auf3erdem, dass die Strukturen auf der PDMS Oberflaiche mindestens 10pum oder héher

sein madssen, um die Auswirkungen der Flagellen zu tiberwinden [86].
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Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 57 die Biofilmbildung von E. faecalis auf allen

getesteten Samples.
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Abbildung 57: Biofilmbildung von E. faecalis, Vergleich der Samples untereinander bei auf eine OD von
0,2/cm2 normierten Werten, Vergleich des Aussehens der Oberflachenstruktur

Auch hier zeigt #004 im Vergleich jeweils die geringste Biofilmbildung, gefolgt von der
Kontrolle #000 ohne Oberflachenstruktur. Im Gegensatz zu E. coli war bei E. faecalis auf
Sample #401 mehr Biofilmbildung, dementsprechend scheint bei E. faecalis die
quadratische Struktur zur Reduktion von Biofilmbildung keinen wesentlichen Vorteil zu
bringen. Im Gegensatz zu E. coli wurde auch auf #069 und #086 weniger Biofilmbildung
beobachtet. Wie bereits erwahnt, ist dies mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Flagellenbildung und die dadurch gesteigerte Matilitdt von E. coli zuriickzuftihren, welche
dem Bakterium (im Gegensatz zu E. faecalis) die zusétzliche Adhasion an den
Seitenflachen dieser Samples erméglicht [99] [100].

Darlber hinaus sind mdgliche Fehlerquellen im Rahmen der Versuche zu evaluieren. Die
Samples wurden zwar genau nach dem Reinigungsprotokoll der Firma Hoowaki
gesaubert und im Anschluss unter dem Mikroskop Uberprift, dennoch kénnen Staub-
/oder Bakterienpartikeln im Nanobereich eine Verunreinigung des Samples verursachen,
die unter dem konventionellen Lichtmikroskop nicht erkennbar war. Dartiber hinaus war
bei der Biofilmbildung die Bakterienwachstumsrate sehr unterschiedlich. Dies kdonnte an

Unterschieden in der Luftfeuchtigkeit der Laborraume oder des Shakers gelegen haben.
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Moglicherweise war der Shaker auch mit Bakterienresten von vorherigen Versuchen

verunreinigt, was zu einer veranderten Starke der Biofilmbildung gefihrt haben kénnte.

Um weiteren Aufschluss uber das Verhalten der Bakterien auf den mikrostrukturierten
PDMS — Flachen und im weiteren Verlauf Giber den méglichen Einsatz in vivo zu erhalten,
mussten die Oberflachen in ein flieRendes System eingebracht werden. Da im Korper
kaum stehende Flissigkeiten, sondern durch den Blutstrom ein zirkulierendes System
vorherrscht, ware es interessant zu sehen, wie sich die bakterielle Adhé&sion und
Biofilmbildung in einem solchen System verhalt. Hierfir koénnten die Samples
beispielsweise mit einer Pumpe von einer Bakteriensuspension mit einer konstanten
Konzentration umspllt werden. Nach 18h Inkubationsdauer kénnte man die Versuche mit
den oben gezeigten Werten vergleichen, um zu sehen, ob der Fluss bzw. die

Flussgeschwindigkeit eine Auswirkung auf die bakterielle Adh&sion hat.
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5. Zusammenfassung

Nosokomiale Infektionen stellen ein gravierendes Problem in der modernen Medizin dar.
Durch die bakterielle Besiedelung nicht-kérpereigener Materialien in vivo steigen
Mortalitat sowie Morbiditat, was zu gravierenden Mehrkosten im Gesundheitssystem
fuhrt. Es existieren bereits zahlreiche Versuche, die implantierbaren Materialien in
irgendeiner Form antimikrobiell zu gestalten, jedoch aktuell wenig erfolgreich. Aus
diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, die zu implantierenden
Materialien mit einer hydrophoben mikrostrukturierten Oberflache zu versehen, welche
die bakterielle Anhaftung verhindert.

Aufgrund der guten Biokompatibilitat wurde Polydimethylsiloxan (PDMS), ein Silikon,
verwendet und mit verschiedenen Oberflachenstrukturen versehen. Zunachst wurden die
verschiedenen Samples beziglich ihres Hydrophobie — Verhaltens kategorisiert. Hierzu
wurden Kontakt-/und Abperlwinkel gemessen und untereinander verglichen. Bei diesen
Messungen zeigten alle Samples ein hydrophobes Verhalten. Allerdings zeigten die
Messungen fur die Bakteriensuspensionen bei den jeweiligen Bakterienarten
unterschiedliches Verhalten, sodass scheinbar die Morphologie des jeweiligen

Bakteriums eine entscheidende Rolle spielt.

Im Anschluss wurden N&ahrlésungen, welche mit Bakterien versetzt waren (Escherichia
coli und Enterococcus faecalis) auf die Samples gegeben und bei 37° unter standiger
Bewegung inkubiert. Nach 18h Inkubationszeit wurden die Samples untersucht, die
Biofilmbildung gemessen und die verschiedenen Oberflachenstrukturen verglichen. Auch
hier zeigten die beiden Bakterienarten unterschiedliches Verhalten, wobei die geringste
Biofilmbildung auf einer 10x10um quadratischen Struktur gemessen wurde. Vergleicht
man die Messungen zur Hydrophobizitat der Samples mit der Biofilmbildung konnte
gezeigt werden, dass die Hydrophobizitét keine entscheidende Rolle zur Minimierung der
Biofilmbildung spielt, dass aber das Aussehen der Oberflachenstrukturen durchaus einen

Einfluss haben konnte.

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass es durchaus moglich ist, eine Oberflache so zu
modifizieren, dass die bakterielle Adhasion zwar nicht verhindert, aber minimiert werden
kann. Allerdings ist die Art der Struktur vom jeweiligen Bakterium und dessen
Morphologie und Verhalten abh&ngig. Hier wére es denkbar, spezielle Oberflachen je
nach Fragestellung zu designen. In der Urologie beispielsweise waren Urinkatheter mit
einer Oberflachenstruktur vorstellbar, die v.a. Escherichia coli an der Adh&sion hindert.
Dies erfordert allerdings noch weitere Versuche, unter anderem auch mit weiteren haufig

vorkommenden Erregern.
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Auf diese Weise konnten nosokomiale Infektionen in Krankenh&usern deutlich minimiert
werden und damit nicht nur Behandlungskosten gesenkt, sondern vor allem auch die

Gesundheit der Patienten verbessert werden.
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1.4. TSB - Medium
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1.5. E. faecalis
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2. Kontaktwinkel

2.1.  destilliertes Wasser
Mittelwert aus rechts und links:
10pl 20pl 50l 70ul 100p! 10l 20pl 50ul F0pl 100p! 10p! [20nl [50ul [70ul [100p1
#ooo 105 04 03 E] ] #ooo 00| 108 08| 07 09| #000
104 o7 109 13 IiE] 105 104 109 113 114 rechts 104 BEEET 10E) 108] 110.33333] 11233333
rechts 104, o7 07 03 il links 109 106 08 1 17 links 104 BEEET 106 108.33333] 110.33333] T113.33333
Mittelwerl] 104 BEEET 106 08[ T0.33333] 11233333 Mittelwert] 104.6EEE7] 06| 108.33333] TI0.33333[ 113.33333 Mittelwert] 104 BEEET 106[ 108.96B67| 110.33333] T12.83333
Stabwa 0942809 14142736 0.8164966] 18856151 0.942809 Stabwa JBE17EY| 16329932] 0.4714045] 24944383 3.2398316 Stabwa 26874192] 15275252 0.6B¥1843] 2210832 24776781
01 FIT] ET] 701 00 T0ul 2001 B0 701 0041 L] E] T50u [70ul Ti00pT
#Hoo 123 123 126 142 HE #o0 123 123 129 41 147 #om
128 12 T3 LAl 138 28] 130 132] 45 45| rechts 125, BREET 23] 13433333 TIIREEET] 142.6EEET
rechts 25| 128 138 136 144 links 12 128 36| 138 45| links 124 126] 13233333 H133EE3 B
Mittelwerll 125, EEEE7] 23] 134.33333] T39.6EEET| MZEEBEEY Mittelwerl 124] 26| 13233333 13333 45| Mittelwert] 12483333 1245 13333333 05 14433333
Stabwa | 20548047 1B329932] 23570226] 26246693] 33993463 Stabwa | 23439203] 2,53439203] 2.8674418] 28674418] 0.BTE49EE Stabwa 2B719699] 28136572 2808766 2872281 Z88HE!
10yl 20pl 50l 0l 100pl 10l 20pl 50l F0pl 100pl 10l [ 20l [50ul [70ul [100p1
#oo2 125] 144 144 43 &7 #oo2 139 43 147] B0 155 #o02
129 138 134 48 a4 133 138 127] itH 155 rechts 130]139.66667] 141.33333] MI.66EE7] 1546667
rechts 13| 137 146 2 153 links 133 4 147] 48 156] links 135] MO066667] 140.33333] 1833333 155.33333
Mittelwerl 130] 139,66667] 14133333 149.66667] 154 GEEGY Mittelwerl 135] T0,66667] 140.33333] 148.33333[ 19533333 Mittelwerl 1325] 140,16667] 14083333 JEE] 5
Stabwa | 3.7416574[ 30912062 5.2493386] 16996732 16396732 Stabwa 2828427 2.0548047] 9.4200904] 12472191] 04714045 Stabwa 4.B533119] 26718699 7 R467732] 16323932] 12903344
10pl 20ul S0l 70ul 100ul 10l 20pl S0ul F0pl 100p! 10! [20ul [50ul [70ul [100p1
Hoo4 144] 138 146 47 152 #oo4 14 4 144] B4 11 Hoo4
133] 144 142 14 il 133] 140 147] 42 153 rechts 138.33333 140] 14333333 147] 152 EEEET
rechts 138] 138 142 3 155 links 133] 140 140] j] 153 links 13566667 140.33333] 3EEEET 193] 15233333
Mittelwert 135.33333] 40 ¥3.33333 147] 152 EBEE7 Mittelwert] 135 66667] 140.33333] 143.5666E7] 93] 152.33333) Mittelwer! 137] 140, 166E7] 1435 143 H2h
Stabwa 443969125 28284271 18856131 4.89859795[ 1E99673. Stabwa 3.7712362] 0.4714045] 2.8674418) 50390195 0.942309 Stabwa 43588989 2.0344259] 24324199] 5.0990195) 13844373
01 FIT] ET] 701 00 T0ul 2001 B0 701 0041 L] E] T50u [70ul Ti00pT
K006 1 TH3 151 150 155 #006 143 154 153 = 155 #006
126 144 150 150 156 138 152 152 Th2 158 rechts 139.33333] 4733323 150 150 155, EEEEY
rechts 1 145 ILE] 150 156 links 137 HE 181 151 159 links 139.33333]  TH0.BEREY) Th2| B2EEEES| 18733333
Mittelwertl 13933333] 14733333 150 Th0| 155EEEES Mittelwert] 133.33333] T50,EEEEY 152[ B2 EEEE/| 15733333 Mittelwert] 13932333 149 151 15133333 1565
Stabwa | 23570226] 4027552 1.5TR4368 0] 14714045 Stabwa | 2E24BE93] 3.3593463] 0.5754566] TF996732] TR9E73Z Stabwa | 24344383 40524529] 12509544] 17950549 15
T0ul 2000 ] 7000 0041 L] 2001 ] 70u1 0040 01 T20u0 T50u0 T70u0 L]
Hoo7 137 134 47 148] 156 #007 137] 14 148 46 154] #007
130 44 145 147] 147 134] 42 141 48 &l rechts 133.33333 140 196.33333] 14333333 149.33333
rechts 133 42 47 53] 145 links 133] 138 43 Tz 145] links 134 BEBE7| 140.33333 144] 14866667 10|
Mittelwerl] 133,33333 0] 146,33333] 149,33333] 1933333 Mittelwert] 134 BEGE7| 14033333 4] 148,BEEE7 10 Mittelwer 134 140,76667] 145.16667 143] 149 BREE7
Stabwa 2.8E74418] 43204938] 0942809 26246653 4.7842334 Stabwa 15996732 1R996732] 2.9439203] 2.4944383] 37416574 Stabwa | 24454897 32871805 24776781 2BE19BE9] 4.307ETE
T0ul 2001 G 7000 0001 040 201 G 70U 000 01 T ] [70u LT
Hoos 137 138 133 145] 151 008 134] 40 141 40 144] 008
131 136 133 4 146 132] 138 40 40 145] rechts 132] 138.33333 135] 14266667 147]
rechts 128 14 133 142] 144 links 134] 133 138 46 147] links 133.33333 136] 139.666E7 2] 14533333
Mittelwer 132] 13833333 139] 142 BREE? 147 Mittelwerl] 133,33333 136] 13966567 142] 14533333 Mittelwerl] 132,66667] 137.76667] 139,33333] 142,33333] ME.166E7
Stabwa 37476574 20548047 0] 16996732 29433203 Stabwa 0,942509] 294353203 12472191 2828427 12472191 Stabwa 280871EE|] 2.7935424] 0.942809] 23570226] 2409472
T0ul 2001 G 7000 0001 040 201 G 70U 000 01 T ] [70u LT
#oog 128 132 138 139 138 #009 128] 134 137 135 126] #0093
122 133 137 140] 140 124] 136 13 40 144] rechts 125,33333]_132.33333] 136.666E7 133] 138 BEEE7
rechts 129 132 138 138] 138 links 128] 135 138 137 137] links 127 135] 135.66667] 137.33333] 135.6EEE7
Mittelwerl] 12533333 132,33333] 136.66EE7 139 13866667 Mittelwer 127] 135] 135,66667| 137.33333] 139.5GEE7 Mittelwerl] 125,16667] 13366667 136,16667| 138.16667| 13716667
Stabwa 2.8674418] 0.471045] 12472791 0.5764566] 0942809 Stabwa 14142136] 0.51545966] 0.942805] Z2.0548047] 74087036 Stabwa 2A09472]  1.490712] 12133516 1777691 54858857
10pl 20ul 50ul F0ul 100pl 10p! 20pl 50ul F0ul 100p! 10p! [20ul [50ul [70ul [ 1001
02 135 a7 14 142] 144 #02 13 46 143 48 154 012
134 136 143 140] 147 13| 47 136 Tz 154 rechts 13433333 142] 144.33333] 145.33333] 144.66EE7
rechts 134 43 143 154 143 links 13| 143 B0 143 158] links 133,666E7| 14533333 144,66667] 149,66667] 1956667
Mittelwerl] 13433333 2] 144.33333] 14533333 144 BEEET Mittelwerl] 133B66E7| 145,33333] 144.B66E7| 149.EEEE7| o5 EREE? Mittelwer 134] 143 BEEEF 1445 147 5] 1a0.166E7
Stabwa 0A74045] 4 54E0606] 3.3993463] E.1824123] 16996732 Stabwa 18B56161] 16996732] E.824123] 1E956732] 1E996732 Stabwa 1412136] 3.81T744] 4.5915597| 5.0249378] 5.7EEE3S
10pl 20ul 50ul F0ul 100pl 10p! 20ul 50ul 70ul 100p! 10p! [20ul [50ul [70ul [ 1001
Ho63 145 B2 42 148] 156 #069 156 3 B2 T2 160] #1069
144 40 45 53] 145 154 143 43 il 159 rechts 147 14433333 144.33333 48] 147 BEEET
rechts 152 14 146 143] 142 links 152] 47 B2 42 156] links 154|147 BEGE7 143] 148,33333] 15833333
Mittelwer 47| 144.33333] 14433333 148 147 BEEET Mittelwer 64| 147 BEEET 3] 14833333 1833333 Mittelwer 05| 146] 146.6EEE7[ 148.16EE7 53]
Stabwa 30090261 54368021 1699673Z] 4.0824829 [EEE] Stabwa 16329932) 4096093 4.2426407) 4.49659125] 16996732 Stabwa 4.4628093[ 5,0990195] 3,9860869] 4.2979323[ 69252032
10pl 20ul S0pl 70ul 100pl 10l 20ul S0pl 70ul 100pl 10l [20u1 [50pl [70ul [100p1
#086 138 137 48 145 154 #086 145] 45 43 a7 154 #086
136 143 itH 154 150 143] Tal j] a7 166 rechts 136,BEBE7] 145 EEEEY] 4E] 1506EEE7] 152,33333
rechts 136 o4 43 153 153 links 4 12 56 a7 61 links 143 149.33333 B2 157 16033333
Mittelwertl 136 EEEE7| 146.EEEE7| 4E| 1B0BEEET| 15233333 Mittelwerl 143] 14933333 B2 67| 160.33333 Mittelwertl 13983333 43 43] 15383333 196.33333
Stabwa 0.342509] 7.1336445] 27502453 402765Z[ TR99E73 Stabwa 18329932 24944383 29435203 0] 49270 Stabwa 3.43552H] 5.R07EF05]  3.95ETi| 4.3589774] B 4365021
10pl 20ul S0pl 70ul 100pl 0ul 2000 S0ul 70yl 00l 0ul [Z0u0 TS0l [70ul [100u
#40 136 138 0 1l 135 #40 13| 40 46 143 143 #401
127 136 48 145 143 139 40 43 142 42 rechts 132.33333 137 48] 146,33333] 143.33333]
rechts 134 137 43 143 152 links 143] EE] 43 148 43 links 139] 139.6REE7 4E| 146,33333] 146.BEEE7]
Mittelwertl 13233333 137 3] 146,33333] 14333333 Mittelwerl 139] 139.6REE7 E| 146,33333] 146.BEEE7| Mittelwertl 135,BEEE7| 138.33333 1475 14633333 45
Stabwa 3.8506T23] 0.5764965] 0.8164986| 33953463 B4 Stabwa | 32659863 0.47H045] 24454857 30972062 32938315 Stabwa 4 8876261 1490712 2.3629078] 3.2489374] GEBEZ0F
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2.2. LB -Medium
Mittelwert aus rechts und links:
10ul 20ul S0pl Foul 100yl 10l 20ul 50pl 0ul 100p! 10ul [20u1 |50t [70ut [ 100l
#000 37 34 35 108 i #000 ] ] IS} m jiE] #000
108 05 02 05 i ] 98 o7 108 o7 rechts 00 1] 101,33333] 108,33333]  113.6EEE7
rechts a7 04 04 12 T4 links 3 10 5 T2 1 links 93] 103.6GRE7 05 7] 11233333
Mittelwerl] 00 M| 101,33333[ 108,33333]  113,66667 Mittelwer 93| 10366667 5 07 11233333 Mittelwerl] 93.5] 10233333 103.16667] 107 EEEEY 113
Stabwa | 42426407| 49665548] 24544383 Z8674478] 12472191 Stabwa 3746674 492160 1F3295932 4.5460606] 49395765 Stabwa 4.0371289] 5.1207638] 2.7938424] 38586123 36968455
10ul 20ul S0l FOul 100pl 10l 20ul 50ul 0ul 100pl 10ul [20p |50t [0 [100ul
#om TE 17 121 145 14 #oo 117 124 129 43 132 #oom
17 Ha 138 140 j4] 15 Mo uz i IEE] rechts 117.33333] 130.6EEEY] 127.33333] M1EEREY 143
rechts JiE] T35 123 140 133 links g 137 27 138 137 links T15.33333] 13366667 132 6EEEY| 140.BEEEY 139
Mittelwertl 117,33333] 13066667] 127 33333] MW1.6E667 143 Mittelwerl] 115,33333] 13366667 132.66667) 14066667 133 Mittelwerl] 11633333 13216667 130[ 14116667 14
Stabwa 12472191 9.8770216] 7E8ER37E] 23570226]  9.092121] Stabwa 12472191 694420220 BE499791) 20642047 EEIITZE Stabwa 1RE8EI06| 8.6RE2EST] VEWRFFI| 22669T18] BI2AR07R]
L] 2001 H0pl 70ul 00,1 o1 2001 H0pl 701 001 L] T [50pt [70u1 Ti00pt
#002 4 45 143 147 143 #002 fE] j<E] iEE] 43 a7 #002
137 129 137 142 186 133 136 uz 137 [ rechts 13833333 M1EBEE7] M2.33333] M4.33333 148
rechts 137 4 147 144 145] links 140, 140 42 142 133 links 13733333 13833333 144 140.6EBEY 144]
Mittelwert] 13333333 166667 142 33333] 144,33333 148 Mittelwerl] 137,33333] 13533333 144[ 740, BEGET 144 Mittelwert] 137 83333 0] 14316667 425 145
Stabwa 18066181) 2.4944303] 4096033 20548047 57164767 Stabwa 20912062 16996732] 28284271 26246653 80475587 Stabwa 2 B08746[ Z2.7080128] 3.6247605] 2.9860788] 7.2571804)
L] 2001 H0pl 70ul 00,1 o1 2001 H0pl 701 001 L] T [50pt [70u1 Ti00pt
#004 130 136 140 147 145 #004 132 138 7 45 ] #004
4 40 145 147 a0 141 48 HE 144 ] rechts 13BEERE7] 139.33333] 14.33333] 1533333 jEE]
rechts 136 142 148 142 152 links T3] 138 47 146 167 links 13633333 141.33333] 14E.BEEES 145 55|
Mittelwertl 135 66667| 13333333 144.33333] 14533333 143 Mittelwer 135,33333] 14133333] 146 EEEEY 145 ] Mittelwerd 136] 14033333 145,5] 14516667 152
Stabwa 4.4969125] 24944303 32998316 23570226] 29425203 Stabwa 3E81787] 47140452 04714045 0.8154966] 16329932 Stabwa 4.1231056] 3.9076666] 26299556]  177IRST 3.8257084
L] 2001 H0pl 70ul 00,1 o1 2001 H0pl 701 001 L] T [50pt [70u1 Ti00pt
#1006 134 40 142 153 143 #006 135 141 iCh 45 138 #1006
40 40 143 140 186 138 14 42 149 a4 rechts 13733333 139.66R67] 145.33333] ME.33333 ]
rechts 135 133 145 146 145 links 133 137 q a7 B2 Tlinks 13733333 139.6BR67| 1433333 733333 145
Mittelwertl 137 33333] 13366667] 145,33333] 14633333 151 Mittelwerl] 137,33333] 13366667 144.33333] 14733333 145 Mittelwertl 137 33333] 13366667] 144.83333] 14683333 149.5]
Stabwa | 24944383 0.4714045] 25674418] 5.3124592] 35590261 Stabwa 1.5996732] 18856181 2.0548047] 12472151 71180522 Stabwa 21343747 13743685] 25440863] 3.8508725] 5.8Z38077
A0l 20pl S0pl FOul 100yl 10yl 20ul 50ul T0pl 100pl A0l [20ul [50ul [70ul [100yl
#o007 14 40 143 153 153 007 45 4 M5 a2 144 o007
138 48 143 &7 143 40 iEE] ] Bl ] rechts 42| 142EEEEY| 149.BBEE7| 18333333 153
rechts 7 40 151 144 158 links a7 5 3 i) 145 Tlinks 45| T5.EEEEY 48] 133333 143
Mittelwerd 42| 14266667 14366EE7| 15333333 153 Mittelwer 48[ 145,6B667 3] 15133333 143 Mittelwerd 1435 144 16667) 14933333 15233333 151
Stabwa 374IER74] 37712362 0.942805) 6E495791 40824829 Stabwa 35RA02ET[ 16996732] 3.26R9863[ 04714045 B3770422 Stabwa 39478731 32871806] 2 4267033] 4818944 B.7R47E]
10yl 20pl S0pl F0ul 100pl 10l 20p0 50pl 70ul 100l 10pl [20ul [50yl [70ul 1000
#008 130 143 143 142 148 #008 137 138 138 133 il #008
124 133 2 141 132 130 138 138 147 IEE] rechts 126 137 13733333 139.33333] 1033333
rechts 124 123 27 135 i links 131 129 136 133 43 links 132, 66EET 135 13733333 139.56EE7 133
Mittelwer 126 137 13733333 12833333 1033333 Mittelwerl] 132 EEEET 135 13733333 139.5BEEY 129 Mittelwerl] 129,33333 136] 13723333 1295 139 EEEEY
Stabwa 2.8284271| 58878406 7.31916E1] 3.0972062] 65489609 Stabwa 0912062 42426407 0942809 5.7348835) 43204933 Stabwa 44896961 5228729 52174979 4.6097722] 5E87EE4S
10yl 20pl S0pl F0pl 100p! 10l 20p0 S0pl 70pl 100pl 10pl [20p1 [50p1 [70p1 [ 100!
009 123 43 2 47 Bl #009 135 0 128 146 1 #009
134 134 137] 147 il 129 11 132 41 147 rechts 126 EGBEY 136 136.6EEE7| 143.6EEE7| 146BEEGY
rechts 123 13 e 137 48 links 129 135 44 143 46 links 131 135.33333] 134.6BEE7| 143.33333] 144.6EEET
Mittelwerl] 125 EEEE7 136| 136,6EBE7| 143.6BEEV| 14666667 Mittelwer 131 135,33333] 134.6EEE7| 143.33333] 144 BEEET Mittelwerl] 128.83333] T356E667] 135.EREEY] 1435 145 BGEETY
Stabwa 5.1854457] 5.0990135] 7.7602975] 47140452  4,189535 Stabwa 282084271 36817EF| 67986927 2.0548047] 26246693 Stabwa 4.7051931] 4.4596961] 7363574 26400543 36362374
10l 20ul S0pl 70ul 100p! 10l 20ul S0pl 70ul 100ul 10pl [20p1 [50p1 [70u [ 100!
#012 138 144 3 143 160 #o12 135 144 48 152 154 o2
139 136 5 144 HE 1 138 43 142 ] rechls 138.33333] MZEEREY 144] 14E6.BREEY| 1R1EEEEY
rechts 138 48 138 i 49 links 138 iEE] 0 144 ] links T38| 3,33333] T45.EEEET] 146 157 BEEEY
Mittelwerl] 138.33333] 14266667 44| 146 6EEE?] THTEERET Mittelwer 138] 143.33333] T45ERREY 146] 157 BEEET Mittelwert] 138 16667 143[ 14453333 ME6.33333] 154.BRGET
Stabwa 0.4714045] 4.9555765] 4.5460606] 20548047 6.01843 Stabwa | 24494857] 41096093 4.027652] 4.3204935] 28674413 Stabwa 1771691 45825757 43748006 3.3993463] 5.5876849
001 2001 S0pl 70u1 0001 001 2001 ] 70u1 1000 001 [Z0u1 T [70u1 [T
#069 145 144 2 142 153 #069 EE] 45 141 144 162 #069
il 46 5 143 154 144 42 44 148 154 rechts 14333333 M3.33333] 14366667 14633333 )
rechts 144 40 44 154 149 links 134 140 141 151 Bl links 139] M2 EERE7 42| 147 BREEY[ 155 EEEEY
Mittelwerl] 143.33333] 143733333 W3 EEEEY| 4633333 ] Mittelwer 139 T2 EERET 42| 147 EEREY| TBBEEEET Mittelwerl] 14715657 143 14283333 47 483353
Stabwa 1E996732] 24344383 12472191 5.4365027] 40524829 Stabwa 4.0824829] 245344383 141136] 28674415] 46427961 Stabwa 38042374 2BIEETH| 1.6723302( 43969687 44503433
10yl 20pl 50pl F0pl 100pl 10l 20p0 50pl 70pl 100l 10pl [20p1 [50pl [70pl [ 100l
086 136 0 [ ] i3] #086 iEE] 139 a7 54 o7 086
143 147 47| 5/ a7 140 145 152 156 166 rechis 140.33333 143 THO| 154.33333 156
rechts 142 42 11 155 156 links 42 4z 143 154 158 links 143.33333 142] 14333333 154 BEEEY a7
Mittelwerl] 14033333 43 0| 154.33333 156 Mittelwerl] 14333333 142] 749,33333[ 194 BEEEY 17 Mittelwerl] 141,83333 142.5] 145.EEEEY] B45 1565
Stabwa 3092062 29439203] 2E02463] 2.4344383] 05164966 Stabwa | 33992463 24494857| 20548047 0.,942803] 02164366 Stabwa 36704851 27537E63] 21343747 18929694] 059574271
10yl 20pl S0pl 70pl 100p! 10l 20p0 S0pl 70pl 100pl 10pl [20p1 [50p! [70pl [ 100!
#4 138 42 0 145 4E #40 123 144 42 154 1] #401
136 135 5 47 1] IEE] i a7 150 &7 rechts 137] 13833353 4E] 14933333 149
rechts 137 138 153 156 a1 links 136 149 147] 150 163 links 136 M4BEEES| 145.33333] 15133333 15333333
Mittelwer 137 13833333 e[ 14333333 EE] Mittelwer 136] M4.BERET] 145.33333[ 191.33333] 15333333 Mittelwer 1365 141.5] 14566667 150.33333]  15116EEY
Stabwa 0.8164366] 2.8674418] 53541261] 4.7842334] 2602463 Stabwa | 24494857] 3.2935316] 2.3570226] 18556131 28674418 Stabwa 18929694 4.425306] 414593665 3.7712362] 33374374
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Mittelwert aus rechts und links:

2.3. E. coli

10pl 20ul H0pl J0pl 100p!

#000 06 T 110 120 123

m T 117 124 118

rechts m T3 1139 118 123

Mittelwerl 109,33333] 1156,33333] 11533333 120,BE6E7| 12133333

Stabwa 235702260 18856131 38586123 24944383 23570226
0l Z0pl S0pl 70pl 00p!

#001 1 122 136 127 136

17 120 125 129 129

rechts 17 T 11 128 138

Mittelwerl 17| T20] 12733333 28] 13433333

Stabwa 28284271 16329932| 63420392 0,8164966] 3.8586123
10pl 20ul 50yl J0pl 100p!

#002 139 142 165 153 153

136 148 142 153 160

rechts 137 144 153 150 154

Mittelwerl 137,33333| 144 BEEE7 150 152| 157 BEEE?

Stabwa 12472191 2,4944383] 57154761 1,4142136] 2 6246693
LT 20l B Z0ul L

#004 T36] 133 144 52 140

132 137 144 156 152

rechts 126 138 148 150 152

Mittelwerl 13133333 138 145,33333] B2 BEEEY 148

Stabwa 4096093 0,9164966] 18856181) 2,4944383] b EREER4:
0l Zopl S0pl 70ul 00p!

#006 134 140 147 147 180

136 137 140 145 149

rechls 133 142 138 143 145

Mittelwerl] 134 33333| 1396REE7| 141BRBET| 145 148

Stabwa 12472191 2 0548047 38586723 16379332] Z1R024R3
10pl 20ul H0pl J0pl 100p!

#007 141 145 141 43 147

134 140 148 149 148

rechts 139 144 145 145 146

Mittelwer 138 143 144 BEEET| 145,BERET 147

Stabwa 2,9439203] 2602463 28674418) 24944383 08164966
0l 20p1 S0pl 70pl T00p!

#0038 149 a7 147 140 150

140 EE] 142 151 148

rechts 142 a7 1RE 151 153

Mittelwerl] 1473 6667|147 BBEEY| 748,33333] 733333 160.33333

Stabwa 38586723 0942808 b792715/] 51554497 20548047
0! Z0pl S0pl 7opl T00pl

Hoo9 136 133 142 141 jEC

124 13 138 145] 105

rechts 122 139 138 148 153

Mittelwert] 127,33333] 134,33333] 139.33333] 144 BEEE7Y| 16133333

Stabwa F.1824123] 33993463 18856151 2 AR74413] 3 858R123
0l 20p1 S0pl 70pl T00p!

#012 T8 133 156 155 59

141 45 152 156 165

rechts 140 149 153 160 160

Mittelwerl] 179 666G7| 14233333 16533333 187 16133333

Stabwa 12472191 B 7986927| 24944383 2.602469] 2 B24BET3
0l 2001 S0pl 7oul T00p1

HO69 149 7 157 156 160

154 46 153 158 155

rechts 145] TEE jlX] TRE] TE1

Mittelwert] 149,33333] 53| 166,33333] 156EEEEY| 158,ERREY

Stabwa 3681787 4 9665548 24944383 0942809 2 E24BE33
0l 20p1 S0pl 70pl T00p!

#086 T46] B 47 151 6

146 48 149 151 154

rechts 146 149 152 152 156

Mittelwer| 146 147 BEEEY| 14933333 15133333 155.33333

Stabwa 0f 12472191 20548047 04714045 0,942809
10pl 20ul H0ul FOpl 100pl

#401 140 135 147 148 149

140 144 140 147 150

rechts 13 40 41 149 K]

Mittelwer! 137 135BEEEY| 142 BEREY 148 150.66EE7

Stabwa 42426407  3681787| 30912062 08164966 16996

0wl 200 50p1 70ul 001 0l [20u0 [50u [70u0 [T00u1
#000 T T Tid IiE] TR #000
il i3 Tig T il rechts | 109,33033] 16,25000] _115,30333] 120 66667] 12130383
links 5| i i 120 Ted links T05.66667]_115,23333]_15,33333 T _119,56687]
Mittelwerl 105,66067| 15,23303] 15,3334 TF3|_T19,66667 Mittelwer T05] 115, 33334]_T5,33423] 183343 05
Stabwa | 26246693 U47H045] 18056181 O5164966] 3.0912062 Stabwa | ZGEGIE| 1,3/9365] 30368112 Z0344260] 28722013
0l Z0pl 50pl 7opl 00y ol [Z0u [50u [70u0 [0l
#001 ji] i KA T R #O0
i i3 T i 5 rechts il il I deKiex] iz T ek
links TiE 77 20 ] T3 Tinks il T7| 2005 12465007 T
Mittelwert 17 17| 122.33333] T24.05667] T Mhittelwer jil5 TIE| 124,89333]_126,33933] 1266807
Stabwa | 21602369 05164906 7.1336840| 3,2090416] 35500261 Stabwa | 2.7000128] _1979057] 7.1976076_2d249091 405805
0ul 20 50pl 7oul 001 ol TZ0u0 [50u0 [70ul [i00u1
#1002 737 L] 70 | [ 1#002
T35 LH T4 %7 T4 rechts | 137,33333] T4,06667] T 2] To7.ek67
links T3, 3 T2 %7 77 links T36.56657|_143,06067 T52| 162 6607|156, 66607
Mittelwer] T30,66057| W3,66607 T52| To2,56067| 106 BE6E7 Mittelwer Ta7| 184, T6Re7 | 16233333 17,1607
Stabwa | 12472191 3.29903%] 16329932 0,347909] 20645047 Stabwa | 12309944| 2.957416| 4,3009938 12472151 2409472
0l ] 50pl 7ol 000 ol 20 [50u 700 LT
#004 T3 T 3 T T2 #004
Tl Ta7 T3 | 52 rechts 3133333 98] 15,3039 15266667 75
links T3] T3 7 Y T2 Tinks T3TEEGE7 37| W6.33333 5| T2
Mittelwerl] 1356057 T27| 6.33333 | T2 Mittelwer 5 75| W 5333 T63.83333 T
Stabwa | 1247211 U,5164906] 2,4944353] 3.2669863 0 Slabwa | 3.0913813] U,9574271] 2.2669718_3.1313824] 4472136
] 20 50pl 7ol 000 ol TZ0u0 [50u0 [70u0 [i00u0
#0065 773 ! 7 | 75 #0065
T3, Tz 0 ] [H rechts | 134,33333] 139,06667] 1AT,66867 75| 3]
links 3] £ 7 3] [ links [EH T38| 1133333 M3.66667 5,
Mittelwert 737 T38] 133333 WA.00667) 5 Mittelwerll 13316367 | 136,6330 W6 19433333 W5
Stabwa | 70030003 40000705 400090 047 H045] 24498537 Stabwa | 75840663 3.6477900] &G0 Tar43000] 27637803
0wl 200 50p1 70ul 001 0l [20u0 [50u [70u0 [T00u1
#007 T3, L % T T4 #007
T2 T T8 5] 5 rechts T3 53] 144 56e67]_195,65667) 7]
links 739 3 ] 7] 5 links Ta7 Behh7| 10,3333 WZ233333] 144,33333] T4,06667
Mittelwerl 137,66057| 0.33333] 12,3333 144,33333] 144 b6/ Mittelwer 137,53333] 191,06667] W5 T4 15,8333
Stabwa | 19006151 4.490125] 54366021 2,6674415] 047 H045 Stabwa | 24776701 3.7712362 45 Z76a5746] 12437096
0pl Z0pl 50l 70pl 00p1 il [Z0ul [50l [70u LT
#008 7 45| | 0 T3 #008
2 e 7] T T3 rechts | TaEhoh7| 47.06667| 15,33033] T7.33033] T60,33353
links 2 745 | Tl 749 Tinks 3.56067|_WB.5RRb7| 4733333 TR.AEGR?| T51.0R6R7
Mittelwery 190.05667] 19660667 147,333 T96.50067| TGTREGAT, Mittelwerl] 1265067 _17.16667| 17,8433 77 il
Stabwa | 2.357/0275] 16996/32] 4,9958765] 4,7180452] 18956181 Stabwa 3,87221] 18628941 5 4208325| 4,9065548 2081606
] Z0pl B 701 001 §T] TZ0u 500 [70u0 [T00u
1#009 7 T3 T T 3 1009
126 131 T 5] T3 rechts | 127.33933] 134,335 139,33333] W4.Aeeh7| 15133393
links T T3] T3] Tl 55| Tinks 05,566 7| 13166867 139,39333] T47.66667| 153,06607
Mittelwery 120,0566/| 13160667 139,33333 T47,56667| T3,60667 Mittelwer| 5] 33| _139,33333] 16, 16667] 25
Stabwa | 2.0543047] (942600 2.3670206] 25240603 0.942809 Stabwa | 46647467 20004071 7.1043747| A 1aiae2d| i
0pl Z0pl 50l 70pl 00p1 il [Z0ul [50l [70u LT
#012 17 T3] | TR T #012
2 747 0 &7 T3] rechts | 13960067] 1233503 T65,33354 i IR
links 3] 747 i 3 T3] Tinks 9,555 4| 15360667 06,3335 0
Mittelwerl] 139,33333 1| 15a60h7| 1660000 60| Mittelwer! T395| T4166667 T54.5| 156,606 _160.06667
Stabwa | 2.059804/| 53541261 26246693 U,4/1045] 5,89875406 Stabwa | 17078251 6, 552951 26925824] 15996105] 46067583
L] 200 E] 701 001 0l TZ0u0 500 [70ud [T,
1069 Tz 75| T [H 75| #069
i 76| | TR Th| rechts | 99,3533 T3] 156, 33333]_Toh.AR0R7| TR BRER7
links 2 7| T3] [ T Tinks T4E| T2 ERER7| T51.60667 i
Mittelwerl 6| 162 50k67| _To156067 T53| 566067 Mittelwerl] 147 16667] 162,02333 54| 64 53333] 67,6667
Stabwa | 4.7076407| 54300021 3.2390305| 35500261 04714045, Stabwa | 4520620 52004993 37006674 3104162z 2409472
0pl Z0pl 50l 70pl 00p1 il [Z0ul [50l [70u LT
#086 3 75| 3 [ 7| #086
e 747 0 i 755, rechts TAE] 17 Eeee7] 19,33533] 16133353 16,3559
links T 747 i [ 75| Tinks T43,33333|_W6,33333] To2Bo667 53 i3
Mittelwerl 143,33333] 196,35333] L6067 3 TE| Mittelwerl] 4 GR067| "7 1| 15216067 T55.00007
Stabwa | 2.059504/| 0942003 20648047| 15329932 U51E4966 Stabwa | 19720266 12909944 26967513 14624941 0,992809
0l 20 E] 7001 00T 0l TZ0u 500 [70ud [T00u
#401 [E5 70, 3 7 e #401
0 744 7] 3 743 rechts T37] 1396R667] Z.G0R67 48] T60.06067
links T T2 3 7 749 Tinks TIE0R67|_130,06007|_144,33333| TA7.A6067|_140,06607
Mittelwery 139 0h66/| 13660667 194,33333 T47,56667| 860667 Mittelwerl] 135,52933] 139, 16667 TA3,5| W7 53333] 140.06667
Stabwa | 30506123 G,1024123] 26246693 0,942809] 04714045 Stabwa | 4.719063 51126206 2.0960758] 0,8975275] 1,5996105

74




Mittelwerte rechts links

2.4, TSB — Medium

T0pl 200l 50pl 700l T00pl T0pl 200 S0ul 70l 000

#000 102 05 109 103 119 #000 94 95 07 100 114

97| 116 114 100 109 EH 98 00 106 108

rechis L EE] 116 105 i links a3 114 110 103 118

Mittelwert 98| 106 BEEET T3] 02 6EEE?]  T14.33333 Mittelwer! 93| 10233333 105 BEEETY 03] 11333333

Stabwa 29439203 7.0395707| 29439203 2 0R48047( 41096093 Stabwa 08164966 83393973 418993k 2 4494897 4 1096093
10pl 200l 50p1 700l 100ul 10ul 201 50ul 70ul 100l

#001 128 126 141 135 143 #oo1 132 124 133 132 133

125 138 10 134 41 123 134 140 142 146

rechis 128 133 45 139 139 links 124 131 144 136 138

Mittelwerl 127 13233333 132 136 141 Mittelwertl 126 33333| 129 BBERT 139] 136 BREET 139

Stabwa 14142136 4,92160 156471824 21602469 1E329932 Stabwa 4027682 4189936 454B0E0E 40968093 5,35471261
10pl 20ul 50ul F0ul 100ul 10ul 20ul 50ul Z0ul 100ul

#002 120 128 132 140 144 #002 131 122 127 140 143

120 133 13 134 140 133 17] 139 137 139

rechts 131 133 138 139 140 links T8 134 136 133 137]

Mittelwert] 123 EEEE7| 131,33333 T34| 137.6BBE7| 14133333 Mittelwerl 127,33333| 127 BEEEY 134| 13BBEEEY| 139EEEEY

Stabwa B 1864457 23570226 28284271 2 B246E93]  1,885E151 Stabwa EE499791 492160 5.0990195] 2 8674418 2 4944353
10pl 20pl 50pl F0pl 100pl 10ul 20pl 50pl F0ul 100ul

H#on4 135 145 a7 148 149 #004 130 141 141 142 145

139] 143 46 140 141 136 142 144 144 141

rechls 141 143 15 144 16 links 139 140 143 jE 147]

Mittelwert 135.33333] 143.5EEET HE 44| 14533333 Mittelwer! 135 141 142 BEEEY 4] 14433333

Stabwa 24944383 0942809 08164966 3 269863 2,2992316 Stabwa 3 74ER74] 0.816496E5] 12472191 16329932] 24944383
T0p1 20l 50l 70l 1001 00 20l 50l F0pl 001

#0006 140 148 149 = 153 #006 137 145] 148 149 150

144] B = 150 i 140 148 TR0 =0 T80

rechts 143 144 149 52 Tk links 142 140 148 148 154

Mittelwerl] 142 33333 146 B0] 15133333 15433333 Mittelwertl 13966667 144.33333] 148 BEEEY 149]  151.33333

Stabwa 16996732) 1632993 1442136)  0,9428098] 12472191 Stabwa 20548047 32998316 0942809 0.81645966) 18856181
T0p1 20l 50l 70l 100l 0l 20ul B0l F0ul T00p1

#007 137 o0 130 143 148 #007 143 142 L] 7 145

130 133 7 148 i 144 142 149 HE 154

rechts 141 135 5 142 147 links 139 133 145 142 148

Mittelwerl 136 139,33333| 140,BBEET 146 180 Mittelwer! 142 139 145 145 149

Stabwa 4 h4BOE0E| 7HBER37E[ ¥.hBERIFE| 28284271 35590261 Stabwa 2602469] 42426407 32659863 2602469 37416574
0p1 20l 50pl 70ul 00p1 0p1 20l 50l 70l 00p1

#008 136 RE] 139 137 141 #0088 124 135 136 143 136

123 138 133 136 142 126 133 135 15| 140

rechts 142 TIE 142 HE 0 links 141 138 137 140 147

Mittelwerl] 133 EEEEY| T35 T38| 129BEEEY 141 Mittelwerl] 130,33333] 13533333 T36] 139.33333 139

Stabwa 79302576 29439203 27416R74| 4 4969125[ 08164966 Stabwa 7 RaEE37E| 20548047 08154966 32992316 216024E9]
10pl 20ul 50ul F0ul 100ul 10ul 20ul 50pl T0pl 100ul

#009 126 136 137 142 133 #009 131 135 132 132 135

129 132 138 144 e 122 129 132 137 143

rechts 130 129 132 146 0 links 124 131 137 132 144

Mittelwertl 128 33333 132 33333 135 6ERET 144| 141BEEET Mittelwertl 125 BREE7| 13166EE7| 133B66G7| 133.6BEG7| 140 RRREY|

Stabwa 16996732 28674418 2 B246693| 1R329332[ 3.091206: Stabwa 38586123 2 4944383 23570226 2 3R70226( 4 .027682
0pl 2001 50pl 701 T00u1 0pl 200 50p1 701 000

#012 129 145 142 148 149 #o12 139 139 143 42 142

136 139 143 144 40 136 133 134 42 142

rechts 141 140 140 135 48 links 139 135 137 141 150

Mittelwerl 12533333 14133333 M1BGEE7| 142,33333] 145 6BEE7Y Mittelwer! 138] 13566667 138] 1416BEE7| 144 GEREY|

Stabwa 4 926077 26246693] 12472191 54365021 4027682 Stabwa 142136[ 24944383 37416574 0.4714045] 3 7F12362)
10pl 20l 50ul F0ul 100ul 10pl 20ul S0pl T0pl 100ul

#069 137] 142 141 145 B0 #069 143 149 TR0 J=E] 148

133] 148 149 147 e 142 148 147 140 150

rechts 137] 138 146 145 =4 links 145 150 148 151 149]

Mittelwerl 135 EEEE/| 142 5BEE7| 14533333 145 EEEEY| 15133333 Mittelwert 14333333 149[ 148,33333 148 149]

Stabwa 188561817 41096093 32998316 0942808 0942809 Stabwa 12472191 08164968 12472191 571647817 0,8164596E]
10pl 20ul 50ul 701 100! 10ul 20l 50p1 70l 100l

#086 143 145 41 145 =5 #086 140 136 138 151 157

143 142 160 154 B2 143 146 142 %] 153

rechts 142 153 180 150 B85 links 142 02 148 153 153

Mittelwerl 142 BEEEY| 14E.5EEET 147 149,EBEET| 19533333 Mittelwerl] 14166667| 144 BEEET| 142 BEEEF| 15233333 1b4,33333]

Stabwa 04714045 4 6427961 4 2426407] 3681787 28674418 Stabwa 12472191 65996633 4.1096093) 0.942809] 18856131
T0p1 20l 50pl F0ul T00p1 0l 20pl 50l 70ul T00u1

#401 133] 133 140 129 e 401 130 128 145 140 150

130 142 145 142 15 130 142 141 137] 141

rechts 127 TIE 136 149 149 links 125 131 133 7] 142

Mittelwer! 130 37 1033333 14323333 i) Mittelwert 128 33333 133 EEEET| T39EEEE7] 14133333 14433333

Stabwa 24494897 37416574 IES1FET| 4189935 4 54E0E06 Stabwa 23570226 E.01849] 49885765 4189935 4027682

§m] [20uT [50u1 [70uT [T
#00D
rechts 8] _T05,55667 T3] 102 Gecar]TH.3933d
Tinks T3] 102, 33333] 06,6066 03
Mittelwert 5 T4 5| 109, 3950a|_TZ6asa| T8 35303
Stabwa | 3.3040379 B.05G096] 6 15300R3] 2 260978 4.1399M1
Tl [20u1 [50ul [70ql [T
#001
rechis 127 Ta2.35553 777 T T
Tinks T06, 39343 120.66667 T39] 136,666R7 733
Mittelwert 125 56667 i 55| TEIa0 740
Slabwa | 3036072 47600523 TZ038T| 37990076 40029829
Tl [20ul [50ul [70ul [Tl
#002
rechts | T230G6E7] 30903 < I ek
Tinks 127.33333] 1275667 34| 136.65667| T39.66667
Mittelwerl 55 755 T3] 13716667 W05
Slabwa | £.2383204] 8272000 A.1231056] 2.7939424] 23629078
ol [Z0ul [50ul [70ul [i00ul
#004
rechts | 130.33333] Wa.66667 4] ] W5.33553
Tinks £ | WZE0667 T T4,33353
Mittelwert 195.6667| W2.32233] 44,3333 T4 353553
Stabwa 3590M099] 15986105] 19720266) 25819885 29674156
ol [Z0p1 [50u1 [70ul L
#006
rechts | 1230003 5 L0 ] I e
Tinks TI0.56R67 | 184,33333] TA0.00067 9] 133553
Mittelwert 41|45, To667|_ 10,393 160 fae67| 162 03433
Slabwa | 2300907 2.7330366] 13743605 14624941 21920577
Ol [20u1 [50ut [70ul [T00a1
#007
rechts T36] 13933333 WOEGR67 5 &0
Tinks 142 T 45| 745 43
Mittelwerl T3] 13016667 | MZ093a3 WEE W55
Stabwa | 4 G547967| b AO622Z| 5.2204105] Zbhoa007| abaaaard
§I] [Z0ut T [70u L
#oo8
rechts | 12366067 5 TIE[ 13556667 T
Tirks T30.33333] 1629533 T 13933333 723
Mittelwerl Ta2]_ 195, 16667 777 395 70
Gtabwa | 7.0372539| 25440E63] 2806751 3.0475741 1940642
Tl [Z0ul [50ul [70ul L)
H#O09
rechts | 126,300 T3z 33333] 195 A6ART T4A] TATGRERT
links 75 GREG7| 13160067 TAAR0RG?| TAd.Cheh7| TH.GRER7
Mittelwerl 27 T37] To4.E6EE7| 138.83333] MLT6EET
Gtabwa | 3.7600063| 270806 2E074192] b A602753] 36247605
§li] [Z0ut [50ul [70uT LI
#012
rechts | 13533333 14132933] W1 Geeer| 19233393 T6.Che6/
links | e T30]_141.65607| 1446667
Mittelwerl] Ta6,00667 o056 1008900 [ I
Stabwa | J050612d] 30700131 3.3374074] 8720033 2.003479%
g [Z0ul [50ul [70ul [Tl
#0639
rechts | Ta5.00667] WZbREET] W5 33353] WOEGRET| Blaain
Tinks T43,33333 3] W5.33053 745 5
Mittelwerl T305| 503233 W5.82350] 196,23333] TTeee7
Gtabwa | 9.15337H| 4.3056373] 2.9007052] 4.2589774] 19624047
] [Z0ul [5lgl [70ul [T
HO86
rechts | W20ooa67] W0 e0er 47| 140 hohn7]_Tah, 1000
links T EEG 7| 14, GR0h7| 142.RbRE7 | To2,30343] 164,33903
Mittelwerl] 142 o670 Goch7| 144,80453 T51] 154,53333
Stabwa | 10671374 5.7392/67] 47067961 3] 247reral
0l [Z0u1 = [70ul L
#401
rechis a0 T37] W033353] 139330 0
Tirks T08,33333] 133 o00e7| T3aR0e07| T.30393] W4.35903
Mittelwert 109, E667| 15,35253 TA0| 14233333 187 Toh67
Gtabwa | 25440663| 52009032) 43960687 4.307616] 51457163

75




Mittelwert aus rechts und links:

2.5. E.faecalis

000 Tl FL] ] FOpl 00T 000 ol FL] ] Foul 00T

102 92 113 a7 109 93 91 110 ag 16

g2 100 104 100 07 98 EE 1 109 09

rechts 93 101 95 115 S links 93 103 2 114 06

Mittelwerl 95 EEEEEY| 57 BEEEET| 10433333 104] 100,33333 Mittelwerl] 96333333 97.333333[ 110.6REET 107] 10.33333

Stabwa 44969125 4027682 B9442222( 7 8740079 10,873004 Stabwa 23870226 49216077 0,942809| E,E333126 4,189935
00T Tl FL] ] EiT] 00T 00T Toul FL] ] Foul 00T

113 = 128 126 129 113 127 127 124 126

17 121 128 126 125 T2 10 26 123 127

rechts 12 122 121 128 134 links 115 118 121 137 130

Mittelwerl] 113.33333| 12166EE7| 125 EEBR7| 126 BEERY| 12933333 Mittelwerll 11533333 118 33333 124 BEERT 128 127 BBER7?

Stabwa 20540047 0 4714045] 3.2995396] 0.942809]  3GETFET Stabwa 2 0540047 69442222 2 6246693] 6.3770422] 16996732
W02 Tl EI] SOpl EiT] 00T W02 Toul EI] SOpl Foul 00T

120 126 13 144 137 133 135 13 143 136

138 132 128 138 144 127 128 129 141 41

rechts 130 131 134 137 139 links 129 131 133 135 142

Mittelwerl 129,33333| 129EBEE7 13| 139,6EEEY 140 Mittelwert 129,BEEE7| 13133333 13| 139,66E67| 139,BEEEY

Stabwa 7363574 26246693 24494097 3.0912062| 29439203 Stabwa 24944383 26674418 16329932] 3.3993463] 26246693
#004 10ul 20ul 50ul FOpl 100l #004 10ul 20ul 50ul F0pl 100l

126 132 143 145 146 125 140 143 140 147

137 139 139 140 141 132 138 143 145 142

rechts 133 137 139 144 147 links 129 137 142 145 144

Mittelwer! 132 136 14033333 143 144 BEEET Mittelwert 128,BEREET| 13833333 142 BEEET| 14333333 144,33333

Stabwa 4 B4R060R| 2 9433203 16856181 2 1602483 2 B24BE33 Stabwa 2874418 12472191 0.4714045] 2 3570226 2 0548047
#006 10ul 20ul 50ul F0ul 100ul #006 10pl 20ul 50ul F0ul 100ul

129 136 143 144 Bl 130 136 141 144 144

146 143 148 148 155 144 140 144 145 150

rechts 147 148 46 47 147 links 142 148 46 145 148

Mittelwerl] 135,EEEE7| 142,33333) 145 BEEET| 14633333 Bl Mittelwert 138,6EEE7| 141,33333| 143 BEEET| 144 BEEEY| 14733333

Stabwa 71336449 492160 2.0548047| 1,699 3.26R93E: Stabwa B.1824123[ 4.5 B5| 20548047 04714045 24944383
#007 10ul 20ul 50ul F0ul 100ul #007 10ul 20ul 50ul F0ul 100ul

128 131 135 137 145 124 131 138 145 41

134 133 142 143 138 133 135 140 140 140

rechis 133 141 143 46 143 links 132 140 144 141 143

Mittelwerl 131,EEEEY 135 140 142 142 Mittelwerl 1259,BEEE7| 135,33333| 140 EEEEY 142 141,33333

Stabwa 2 B248693| 43204938 35890261 37416574 29439203 Stabwa 4. 027682 3681787 24944383 21602469 12472131
#008 10ul 20ul H0pl F0pl 100l #008 10ul 20ul H0pl F0pl 100l

132 130 143 144 143 129 138 140 147 147

133 T34 143 146 143 131 138 141 142 148

rechts 134 134 137 147 145 links 134 137 Ta8 145 144

Mittelwer! 133| 132 BEEEY 141| 145,EBEEF| 143 BEEEY| Mittelwert 13133333 137 BEEEY| 139,6E6EY| 144 EEEET 148

Stabwa 00164966 18656181 28204271 12472191 0942809 Stabwa 20548047 04714045 12472191 2.0548047( 08164966
[IE] 0l FI] Bl ELT] T00pl [IE] 0l EI] Bl ELT] T00pl

128 128 142 140 148 134 126 139 139 146

131 T30 146 46 T3E] 129 T34 140 47 132]

rechts 134 138 140 145 144 links 131 135 141 144 145

hMittelwer| 131 132 142 BREEY| 143 BERE7| 144 33333 Mittelwertl 13133333 1316REE7 140] 14333333 141

Stabwa 24494897 43204938 2.4944383] 26246693 5.906EET7 Stabwa 20540047 4027652 0.8164966] 3.2998316] 63770422
LH ol E] SOl ELT] 00T LH ol EI] Gl ELT] 00T

132 13 135 143 140 134 10 140 142 143

127 48 145 42 144] 124 HE 146 145 147]

rechts 133 136 149 145 144 links 129 129 145 146 145

Mittelwerll 130 FERE7| 135 6REETY 143 14333333 147 BEEEY| Mittelwer| 129| 13333333| 143 66EE7| 144 33333 145

Stabwa 26246693 10208529 58873405 12472191 18856121 Stabwa 40824829 9043235 2 B246693] 16996732 16329332
L] 0l FI] SOl F0ul 00T L] 0l FL] Gl F0ul 00T

133 141 146 139 TR0 132 140 148 140 155

135 143 1500 150 147 132 144 146 145 148

rechts 135 143 147 150 149 links 135 142 142 150 152

Mittelwerl] 13433333 142 33333] M7 EEEET| 146,33333 152 Miltelwer 133 2| 14533333 145 151.6BEET]
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L] Tl F] G0ul F0ul 00T L] Tl FL] Gl F0ul 00T

120 T35 135 129 143] 121 36 142 T30 142]

126 127 135 140 142 122 134 135 137 149

rechis 123 16 127 135 139 links 118 120 135 140 141

Mittelwer 23] 12933333 12233333 134 BERET] 14133333 Mittelwerl] 12033333 T30 137.33333] T35 EEEEY 144]

Stabwa 24434897 4027682 3771236 4 4969125 1,6996 Stabwa 16996 7. 11805, 3.2998316 4189935 3,5590261)

0ul [Z0pd [50u [7oul [T00gT

35 GEREh7|_97,656667] 104,33333 T04]_T00,33333

HOO0 | 96.333333] 97.333333] TILGGEGT 37| Ti0.53553

Mittelwerl % 375 75 T05,5] 105.33333

Stabwa | 36055613 45| 5.8807508| 79554231 SEarge02
T0ul [Z0pd [50u [70ul [T00gT

T19,33333]_ 12165667 105 66667 125 66667] 129,33333

1001 [ 115,33333]_115,33333] 12466067 28| 12766667

Mittelwerl _117.33353 20| 175 16667| 1273330 85

Stabwa | 2067441 G5,1005628| 3.0230595] 46067503 20060709
T0ul [Z0pd [50u [70ul [T00gT
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002 | TZ9ER6E7| 13143343 T31|_139.66667] 13966667

Mittelwert 295 30,5 T31| T39.66667| 139.89333

Stabwa 5E| 26722813 2.081066| 3.2489314| 27930424
T0ul [20ud [50ul [70u [T00gT

&7 i IRE ek K] 3] H4ERRR7

HO04 | TPEEEGE/| 130,3330] T92Eeee7| 193,33233] 18,33333
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Mittelwert 130,00667| 11,53333] 144 66067 745,5]_149,16667

Stabwa | G.5740395] 4.3505176] 2.20520 75 3435921
0ul [20ul [50ul [70ul [100gl

T31,66867 T35 2] Wz (¥

007 | T2966RE7| 13533330 TH0EERE] 2| 1133353

Mittelwert 130,06867] 135,16667] 180,33333 42| TH,GEEET

Stabwa 35433819 401 6| 3.0912062| 30850505 228521
0ul [20ud [50ul [70ul [T00gT

193] 132 EeRe7 T 145 E6E67|_ 143.60067

BO08 | 737,33333] 13766667| 139,66067] 14465067 e

Mittelwerl] T32.16667| 135,16667| 14033333 5, o067| W5.50333

Stabwa 1771691 28526730 2.2052182 _ 1.7716d1|_2.3392781
T0ul [Z0ud [50u [70ul [T00gT

T T32] AZER0e7] _Haneee7] 14,3939

#1009 | T3733333] T31EERS7 0| H3,33333 T

Mittelwerl] _13196667| 1383333 Wi33303 T43.5] 14260067

Stabwa | 2.2000710] 4.1799707| 22050102 200607490 6.3000244
oul BT [5ou [70ul [T00gT

TI0,56667]_195.60667 T3] T43,33333] 200067,

#012 25| 133,33333| TAA6EGE7| 14,3335 5

Mittelwerl] 17393333 T34 5| 143.73333] 14383333 14389333

Stabwa | 3536004 9.7925105] 46704364 15723402 21187623
oul [Z0ul LT [70pl [T00gT

134,33323]_142.33333] 147 .66E67] 1633433 &2

1069 33 42| 533303 45| ToT.E0EET

Miltelwerl 13356667 T2 16667 65| 5 A6R67| 15184343

Stabwa | 1,3/43695] 1,393/096] 24324799 &7M0452] 4529624
oul [Z0pl LT [70pl [T00gT

T37,66667] 1983333 4] T44,33233] 157 6oR67|
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Mittelwert 13516667 9 26| 415667 75|
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Stabwa | 24949393 5.7927 67| 4,3365373] 4,37980%6| 3.091206
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3. Biofilmbildung

E coli #000 #069 #086
Vi 0,021052632| 0,080280791| 0,129250654
V2 0,020341615( 0,150820985| 0,161594332
V3 0,01869831| 0,110350383| 0,151631786
0D / Fliche |V4 0,017632752| 0,122041607| 0,163652729
Fehler Mittelwert | 0,019431327| 0,115873442| 0,151619622
Indikatoren |Stabwa 0,001344381 0,025282| 0,013708987
E coli #000 #009 #012
Vi 0,022263868| 0,11155303| 0,098981324
V2 0,025235678| 0,187916941| 0,155859024
V] 0,028462273| 0,128313678| 0,171262202
0D / Fliche |V4 0,040934235| 0,137462236| 0,166016436
Fehler Mittelwert | 0,029224014| 0,141311471| 0,148029746
Indikatoren |Stabwa 0,00710739( 0,02846662| 0,028854433
E coli #000 #002 #008
V1 0,052726675( 0,152288129| 0,134880348
V2 0,07399878| 0,149970006| 0,166292509
V3 0,031309135| 0,141643059| 0,157232704
0D { Fliche (V4 0,026698705( 0,174764069| 0,1450594201
Fehler Mittelwert | 0,046183324| 0,154666316| 0,150874941
Indikatoren |Stabwa 0,018824233| 0,012260057| 0,011909728
E. coli #000 #006 #007
V1 0,054107143 0,08976| 0,155219247
V2 0,02987013| 0,067376158| 0,080913697
VE] 0,034937376| 0,08820875| 0,072702332
0D / Flache |V4 0,016647082| 0,090377014| 0,086201427
Fehler Mittelwert | 0,033890433( 0,08394548| 0,098759176
Indikatoren |Stabwa 0,013447188| 0,009596957| 0,032950178
E. coli Biofilm Mittelwerte CA 50pl
Sample Kontrolle Quadratisch |Rund Seitenwénde strukturiert
#000 0,2 115,3333333
#004 0,192001858 145,8333333
#4101 0,376137518 143,5
#002 0,669792916 151
#006 0,495393382 141,5
#007 0,582814488 143,5
#0038 0,653374109 147,8333333
#009 0,967091472 139,3333333
#069 1,192645673 154
#086 1,560568875 151

E. faecalis  |#000 #069 #086

Vi 0,055882353| 0,141513%44| 0,10547619

V2 0,041654572| 0,12932526| 0,135317997

VE] 0,039153994| 0,139478889| 0,165562914
oD / Fliche |V4 0,034646605| 0,154989919| 0,164609053
Fehler Mittelwert | 0,042834381| 0,141327003| 0,142741539
Indikatoren |Stabwa 0,007940819| 0,009140126| 0,024712439

E. faecalis |#000 #009 #012

Vi 0,03252464| 0,179900498| 0,165562914

V2 0,030503032| 0,193236715| 0,160128102

VE] 0,027450602| 0,150857906| 0,161550889
oD / Fliche |V4 0,03078127| 0,181024508| 0,160333454
Fehler Mittelwert | 0,030324336| 0,186254907| 0,16189385
Indikatoren |Stabwa 0,001810532| 0,005866618| 0,00218702

E. faecalis |#000 #002 #008

V1 0,045409868| 0,147091868| 0,151656107

V2 0,131646031| 0,120774617| 0,160991709

V3 0,023170204| 0,169491525( 0,061340942
0D / Fliche (V4 0,076368159| 0,15795293| 0,149898717
Fehler Mittelwert | 0,069148565( 0,148827735| 0,130971869
Indikatoren |Stabwa 0,040729569| 0,0180295504 0,0404219

E. faecalis [#000 #006 #007

V1 0,037675607| 0,150037509| 0,155219247

V2 0,032307398| 0,152905199| 0,144367852

VE] 0,039918117| 0,135594586| 0,161720822
0D / Fliche V4 0,036073979| 0,136627214| 0,164027242
Fehler Mittelwert | 0,036493775| 0,143791127| 0,156333791
Indikatoren |Stabwa 0,002776005| 0,007755458| 0,007626192
E. faecalis Biofilmbildung Mittelwerte CA 50pl
Sample Kontrolle Quadratisch |Rund Seitenwénde strukturiert
#000 0,2 107.5
#004 0,188256533 141.5
#4101 0,425521385 134,8333333
#002 0,430457911 131
#006 0,78803098 144,6666667
#007 0,856769628 140,3333333
#008 0,378812974 140,3333333
#009 1,228396416 141,3333333
#069 0,659876483 146,5
#086 0,666481158 146
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4. Ubersicht Samples
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