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1 Einleitung

1.1 Die extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) in der Medizin

Die Therapie mit extrakorporalen StoRwellen (ESW) ist ein vergleichsweise junges
therapeutisches Verfahren in der Medizin. Erst vor einem Vierteljahrhundert wurde
die StoRBwelle durch Chaussy et al. erfolgreich zur Behandlung von Nierensteinen
eingesetzt (Chaussy et al. 1982) und gilt heute als Therapiestandard. Funf Jahre
spater erfolgte der erste Einsatz zur Behandlung von Gallensteinleiden (Sauerbruch
et al. 1986). Neben Nieren-, Blasen-, und Gallensteinen werden auch Pankreas- und
Speichelsteine erfolgreich lithotripsiert (Iro et al. 1992, Delhaye et al. 1992).

In der Orthopadie hat die Erfolgsgeschichte der Stol3wellentherapie 1986 begonnen,
als die Arbeitsgruppe um Haupt ihren Einfluss auf die Wundheilung an Schweinen
und auf die Frakturheilung an Ratten untersuchte (Haupt et al. 1992). Es folgte ein
Jahrzehnt der intensiven Grundlagenforschung, bei der die Stol3welle bei einer Viel-
zahl von orthopadischen Fragestellungen und Leiden erprobt wurde: Entfernung von
Knochenzement durch die Arbeitsgruppen um Karpmann und May (Karpmann et al.
1987, May et al. 1990), Behandlung von Pseudarthrosen durch Schleberger und
Senge (Schleberger und Senge 1992), Anwendungen bei der Tendinosis calcarea
durch Loew und Jurgowski (Loew und Jurgowski 1993) sowie die Behandlung des
Fersensporns (Perlick et al. 1998) und des Tennisellenbogens.

Inzwischen ist die StolRwellentherapie ein in der Orthopadie etabliertes Behand-
lungsverfahren (Dahmen et al. 1993, Rompe et al. 1997). Weitere Indikationen wer-
den intensiv erforscht, wie z.B. die Behandlung der Huftkopfnekrose (Wang et al.
2005, Ludwig J. et al. 2001) oder die unterstiitzende Anwendung bei Transplantatio-
nen von Hautlappen bei Wundheilungsstérungen (Meirer et al. 2005).

Gleichwohl ist der Wirkmechanismus der StoRwelle bis heute nicht vollstandig ge-
Klart.

1.2 Die Physik der StoRBwelle

Im physikalischen Sinne ist eine Stol3welle eine Longitudinalwelle, ahnlich einer
Schallwelle. Das heil3t, die Ausbreitungsrichtung der Wellenfront liegt parallel zur

Schwingungsebene der Amplitude.



Kennzeichnend fur eine StolR3welle ist ,eine sich raumlich ausbreitende abrupte, aber
stetige Veranderung der thermodynamischen ZustandsgréRen Dichte, Druck und
Temperatur eines Mediums* (Krause 1997, S. 16).

Durchlauft eine Longitudinalwelle ein Medium, so kommt es in diesem Medium zu
einer Folge von Verdichtungen im Druckanteil der Welle und zu Dilatationen im Zug-
anteil der Welle. Der Druck an einer bestimmten Stelle des Mediums verandert sich
also stetig. Bei einer Schallwelle gegebener Frequenz entsteht so ein sinusférmiger

Druckverlauf.

Kennzeichnend fur die Stol3welle sind ihre sehr kurze Periodendauer und ein extrem
steiler Anstieg des Druckes. Dabei besteht eine StoRRwelle aber, anders als eine
langdauernde Schallwelle, nur aus einer einzigen Periode (im Sinne eines einzigen
Druckimpulses), weswegen bei einer Sto3welle auch nicht die Frequenz der Welle
als charakteristische Grof3e angegeben wird. Angaben zur Frequenz beziehen sich in
der ESWT immer auf die Haufigkeit der Impulse pro Sekunde.

StoRwellen dauern nur wenige Nano- oder Mikrosekunden. Innerhalb dieser Zeit er-
reicht der Druck im Wirkungsbereich der Welle Werte, die mehrere Megapascal (bei
manchen StolR3wellengeneratoren bis zu 120 MPa) Uber dem Umgebungsdruck lie-
gen. Nach Erreichen eines Spitzenwertes féllt der Druck exponentiell auf Werte, die
weit unterhalb des Umgebungsdruckes liegen, also im Vergleich zum Ausgangsdruck

negativ sind.

Bei einer Schallwelle hangt deren Ausbreitungsgeschwindigkeit von der Dichte und
dem Druck innerhalb eines Mediums ab. In Stahl etwa (hohe Dichte) liegt die Schall-
geschwindigkeit ungefahr 10-mal hoéher als in Luft (geringe Dichte). In tiefen Wasser-
schichten (hoher Druck) breitet sich der Schall schneller aus als in flachem Wasser

(niedriger Druck).

Bei kleiner Amplitude einer Schallwelle ist die Geschwindigkeit der Welle im Medium
konstant. Druck und Dichte des Mediums andern sich in Abhangigkeit von der
Schallenergie konstant und nahezu linear.

Bei einer StoRwelle jedoch andert sich der Druck im Medium extrem schnell. Nun
durchlauft eine Schallwelle Bereiche eines Mediums mit hohem Druck schneller als

Bereiche mit niederem Druck. Erhohen also ,friihe” Anteile einer Schallwelle den



Druck im Medium, so werden diese Anteile durch den nun schneller laufenden ,spéa-
ten” Teil der Welle eingeholt und tberlagert. Durch diesen Prozess der sog. ,Aufstei-
lung“ wird aus einer sinusformigen Schallwelle eine sagezahnférmige StoRwelle. Die

folgende Abbildung (Abb. 1) zeigt den Druckverlauf einer Stol3welle in Wasser:
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Abb. 1 Druckverlauf einer StoRBwelle in Wasser

Graphische Darstellung einer standardisierten StoRwelle. Der StoRwellendruck ist als Funktion der Zeit aufge-
tragen.

A erster Teil der StoRwelle mit positivem Druck

B zweiter Teil der StoRBwelle mit negativem Druck

P+ positiver Spitzendruck

P. negativer Spitzendruck

T: Anstiegszeit

Tw Pulsbreite

I+ Standardzeitintervall (zur Berechnung der ,positiven” Energie)

| Standardzeitintervall (zur Berechnung der ,totalen* Energie)

1.3 Physikalische Parameter der Stol3welle

Folgende Eigenschaften charakterisieren eine StoB3welle und ihren Fokus

(Gerdesmeyer et al. 2002, S. 612):

n Positiver Spitzendruck: Die Differenz zwischen dem maximalen Druck im Fokus
und dem Umgebungsdruck.

n Negativer Spitzendruck: Die Differenz zwischen dem minimalen Druck im Fokus

und dem Umgebungsdruck.



n Anstiegszeit: Die Zeit, in der der Druck von 10 % auf 90 % des Spitzendruckes
ansteigt (Ublicherweise zwischen 1 und 500 ns).

n Pulsbreite: Die Zeit, die zwischen dem Erreichen von 50 % des maximalen Dru-
ckes im Anstiegsteil der Druckkurve und dem Abfallen auf 50 % des maximalen

Druckes im abfallenden Schenkel der Druckkurve liegt.

1.3.1 Fokus der StoRwelle

Der Fokus einer StoRwelle hat zumeist die Form eines Rotations-Ellipsoids und wird
daher eindeutig durch die drei Halbachsen x, y und z beschrieben. Es existieren 3
Definitionen des StoRRwellenfokus:

Eine Definition des Fokus bezeichnet denjenigen Raum, in dem mindestens 50 %
des maximalen Spitzendruckes erreicht werden. Daher wird dieser Bereich auch als -
6 dB Fokus oder f.gq, bezeichnet.

Eine zweite Definition gibt als Fokus denjenigen Bereich an, in dem der Druck min-
destens 5 MPa erreicht (und bedarf daher einer absoluten, und damit aufwandigeren
Messapparatur). Dieser Fokus hat dann die Bezeichnung fsypa

Der 5mm-Fokus beschreibt schlie3lich einen Bereich, der den Sto3wellenfokus als
raumliche Ausdehnung in Bezug zu seiner Langsachse angibt. Die meisten Zielgera-
te, mit denen der StoRRwellenfokus im Gewebe ausgerichtet wird, verfiigen tber eine
Genauigkeit in dieser GrofRenordnung, weswegen diese Definition fur den alltagli-
chen Gebrauch in der Praxis hilfreich ist (Gerdesmeyer et al. 2002, S. 612).

1.3.2 Energieflussdichte

Die Energieflussdichte (EFD), angegeben in mJ/mm?, ist der Energiebetrag, der wah-
rend der StoRwellendauer auf einer Flache von 1 mm2 im StoRwellenfokus gemes-
sen werden kann. Bei der Angabe der Energieflussdichte ist aul3erdem anzugeben,
nach welcher Fokusdefinition die EFD berechnet wurde. Die EFD ist dabei das
Quadrat der Flache unter der Druck-Zeit-Kurve der Stol3welle im Fokus.

1.3.3 Erzeugung der StoRR3welle

Die drei wichtigsten Verfahren zur Erzeugung einer Stof3welle sind das elektrohyd-
raulische, das piezoelektrische und das elektromagnetische Verfahren.
Gemeinsames Ziel aller Verfahren ist die Generierung eines sich extrem schnell aus-

breitenden Druckimpulses.



Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Stol3wellengenerator ,Compact Alpha“ der
Firma Dornier Medtech wird das elektromagnetische Verfahren eingesetzt:

Die elektromagnetische Stol3wellenerzeugung (EMSE) funktioniert ahnlich wie ein
Lautsprecher. Eine spiralférmig gewickelte Spule ist, von einer diinnen Isolierschicht
getrennt, an einer dinnen, metallischen und leitenden Membran angebracht. Durch
die Spule werden kurze Stromimpulse geschickt. In der metallenen Membran werden
durch das in der Spule entstehende elektrische Feld Wirbelstrome erzeugt, die ihrer-
seits ein Magnetfeld erzeugen, welches dem in der Spule herrschenden Magnetfeld
entgegengesetzt ist. Die beiden Magnetfelder stol3en sich gegenseitig ab, es kommt
zu einer impulsartigen Auslenkung der Membran. Diese kurze Auslenkung kompri-
miert das umgebende Medium so schnell, dass die Voraussetzungen zur Erzeugung
einer (zunachst planen) StoRwelle gegeben sind. Mittels parabolischer Reflektoren

oder akustischer Linsen kann die plane StolRwelle fokussiert werden.

1.4 Physikalische Effekte der Sto3welle

Wesentlich fur das Verstandnis der Stol3wellenwirkung ist die Kenntnis der physikali-
schen Effekte, die eine Stol3welle hervorruft:

Die Kavitation scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen (Fischer et al. 1988; Co-
leman et al. 1987, Delius et al. 1990).

1.4.1 Entstehung von Kavitationsblasen

Hervorgerufen durch den Unterdruck im Zuganteil der Welle sinkt der Siedepunkt der
durchlaufenen Flissigkeit. Es entstehen Dampfblasen, die sich mit hoher Geschwin-
digkeit ausdehnen. Diese Ausdehnung kann so schnell geschehen, dass sie aus-
reicht, um weitere MikrostoRwellen zu generieren. Da der Umgebungsdruck der
Dampfblase nach durchlaufen der Sto3welle rasch wieder ansteigt (und die Flissig-
keit kondensiert), kollabieren die Dampfblasen extrem schnell. Dabei werden die
umgebenden Wassermolekiile auf so hohe Geschwindigkeiten beschleunigt, dass im
Zentrum der ehemaligen DampfblaseEnergien erreicht werden, die ausreichen, freie
Radikale entstehen zu lassen. Hat sich die Dampfblase an einer Grenzflache gebil-
det, beispielsweise an einem Knochen, so kollabiert die Blase asymmetrisch. Es bil-
det sich ein so genannter ,Jetstream” aus, der von der spharischen Seite der Blase
auf die Grenzflache hin gerichtet ist. Diese Jets sind zwar aul3erordentlich klein (nur
wenige zehntel oder hundertstel Millimeter Durchmesser), haben aber eine Ge-



schwindigkeit, die weit Uber der Schallgeschwindigkeit, im Bereich von bis zu 800
m/s liegt. Dies entspricht in etwa der Geschwindigkeit einer Gewehrkugel. Sass et al.
konnten zeigen, dass diese kavitationsbedingten Effekte bei der Steinzertrimmerung
neben Reflexions- und Absorptionseffekten bedeutsam sind (Sass et al. 1992).
Ferner kennt man indirekte kavitationsbedingte Effekte durch Ausdehnung und Oszil-
lation gasgefillter Hohlraume, die als Kavitationskeime vorexistieren. Dabei dehnt
der Zuganteil der StolRwelle eine Blase aus, die durch den nachfolgenden Druckan-
teil der nachsten Welle implosionsartig kollabiert. Haftet eine solche oszillierende Ka-
vitationsblase an einer  Oberflache, so entstehen Scherkréafte, die das Material
schwéachen und zerstéren.

Diese hohen Geschwindigkeiten und die dabei auftretenden Temperaturanderungen
von mehreren 100 °C innerhalb sehr kurzer Zeit bedingen die Bildung von freien Ra-
dikalen (Henglein et al 1988, Morgan et al. 1988). Diese sind bekanntlich extrem re-
aktionsfreudig und kénnen so organisches Gewebe erheblich schadigen (Suhr et al.
1991).

1.4.2 Scherkrafte

Kennzeichnend fir eine Longitudinalwelle ist, dass sie ein Medium, welches sie
durchlauft, in ihrem Druckteil staucht und in ihrem Zugteil dehnt. Diese Verformungen
haben nur &ulerst kleine Ausdehnungen. Geschehen sie jedoch schnell, haufig und
in rascher Folge (d.h. in hoher Impulsfrequenz), werden Scherkrafte summativ wirk-

sam, die ebenfalls zu Destruktionen von Materialien oder Gewebe fihren kbénnen.

1.4.3 Reflexion

Durchlauft eine StoRwelle zwei Medien unterschiedlicher Impedanz, so wird ein Teil
der Welle (und damit der Energie) an der Grenzflache der beiden Medien reflektiert.

Nach den Gesetzen von Snellius erhalten positive Druckanteile einer Welle ein nega-
tives Vorzeichen, wenn die Reflexion an einer Grenzflache erfolgt, an der die Schall-
welle von einem Medium hoher Impedanz in ein Medium niedriger Impedanz lauft. In
einem solchen Falle werden also Druckanteile zu Zuganteilen. Dieser Sachverhalt
wird durch den Hoppkins-Effekt gekennzeichnet: Demnach 16st sich ein Konkrement
nicht von der Schalleintrittsstelle her auf, sondern von der Ruickseite, also der Seite,
von der die Welle reflektiert wird. Hier wird der Druckanteil zum Zuganteil. Die Zug-

festigkeit des Steins wird tGberschritten, er zerfallt (Delius et al. 1988).



Nun haben organische Gewebe wie Knochen, Muskeln, Sehnen oder Bakterienzellen
andere Impedanzen als Wasser, weswegen der Hoppkins-Effekt auch dort bedeut-

sam ist.

1.4.4 Thermische Effekte

Untersuchungen von Lovasz et al. haben gezeigt, dass sich ein Stein oder ein Ge-
webe wahrend einer Stol3wellenbehandlung nur um bis zu 2 °C erwarmt (Lovasz et
al. 1999). Thermische Effekte (hervorgerufen durch Schallabsorption) scheinen da-
her keine oder nur eine geringe direkte Rolle zu spielen. Allerdings kann durch die

Gewebeerwarmung die lokale Durchblutung geférdert werden.

1.5 Biologische Effekte der StoRwelle an Zellen und Bakterien

Bis jetzt gibt es nur wenige Studien, die den Einfluss der StoRwelle auf die einzelne
Zelle untersuchen. Die allermeisten Studien untersuchten dabei den Effekt auf euka-
ryotische Zellen. Zwar gibt es auch vereinzelte Arbeiten, in denen der Einfluss der
StoRwelle auf eine Bakteriensuspension untersucht wurde (von Eiff et al. 2000, Ker-
foot et al. 1992), Studien Uber den Einfluss von Stol3wellen auf einzelne Bakterien-

zellen fehlen aber bisher.

Die Erkenntnisse, die Uber das Verhalten von eukaryotischen Zellen unter StoRwel-
lenapplikation gewonnen wurden, lassen sich nicht einfach auf prokaryotische Zellen
Ubertragen. So konnte Steinbach et al. zeigen, dass die Mitochondrien von Prostata-
karzinom-Zellen nach Behandlung mit extrakorporalen Stol3wellen eine deutliche Be-
schadigung aufweisen. Bei einer Energieflussdichte von 0,5 mJ/mm2 und mehr konn-
ten auch morphologische Veranderungen am Zellkern nachgewiesen werden (Stein-
bach et al. 1992). Bekanntlich verfigen Bakterien aber nicht tber solche Zellorganel-
len. Andererseits verfligen die meisten bei Knocheninfektionen relevanten Bakterien
Uber eine Mureinschicht, die bei gram-positiven und gram-negativen Zellen zudem
unterschiedlich stark ausgebildet ist. Diese Mureinschicht verleiht den Bakterien im
Vergleich zu eukaryotischen Zellen eine auf3erordentliche mechanische Stabilitét.

Haake et al. konnten zeigen, dass die Anwendung von Stof3wellen auf Kulturen von

Knochenmarkszellen zumindest in vitro eine deutliche Stérung und Auflésung der

Zellverbdnde hervorrufen kann. Die Autoren konnten nachweisen, dass die von ihnen
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verwendeten Knochenmarkszellen schon bei einer niedrigen Energieflussdichte mor-
phologisch verandert wurden (Haake et al. 1999). Auch wenn sie in ihrer Studie kei-
nen Nachweis fur eine direkte Zellzerstérung erbringen konnten, so wurde dieser Ef-
fekt in der Arbeitsgruppe um Gambihler durchaus beobachtet (Gambihler et al.
1990). Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in einer Kultur aus Leukamiezellen
von Mausen (Zellen des Stammes L1210) die Haupteffekte der Sto3welle auf euka-
ryotische Zellen in Zellzerstérung, Membrandefekten und verminderter Proliferations-
fahigkeit bestehen. Zudem konnte sie beobachten, dass zytodestruktive Effekte der
StolRwelle erst ab einer Energieflussdichte von 0,4 mJ/mm?2 auftreten. Dies steht in
Einklang mit der Arbeit von Haake, der bei seinen Versuchen nur eine maximale E-
nergieflussdichte von 0,25 mJ/mm? verwendet hat. Haake konnte daher keine priméar
zytodestruktiven Effekte nachweisen.

Besonders zu erwéahnen ist eine Studie von Martini et al. welche zeigen konnten,
dass der Proteinmetabolismus durch die Stol3welle sowohl positiv als auch negativ
beeinflusst werden kann. In einer Kultur aus Schaf-Osteoblasten konnte nachgewie-
sen werden, dass die Proteinbiosynthese bei hohen Energieflussdichten (bis 0,4
mJ/mm?2) deutlich reduziert werden kann, wahrend niedere Energieflussdichten um

0,15 mJ/mm? die Biosynthese von manchen Proteinen anregen (Matrtini et al. 2003).

Alle diese Effekte wurden bisher ausschlief3lich in vitro in Flussigkeiten und an euka-
ryotischen Zellen untersucht. Fur Bakterien gibt es diesbeztiglich bislang keine Da-
ten. Dies ist umso erstaunlicher, als gerade in der Urologie Bakterien haufig im Wir-
kungsbereich der StoB3welle zu finden sind, z.B. bei Infektsteinen. Die Notwendigkeit
einer antibiotischen Abdeckung bei einer Stol3wellentherapie wird dabei kontrovers
diskutiert (Deliveliotis et al. 1997; Pearle und Roehrborn 1997; Pettersson und Tiseli-
us, 1989; Kullmann et al. 1995; Westh et al. 1990). Zudem gilt in der Urologie wie in
der Orthopéadie das Vorhandensein von (manifesten) Infekten im Wirkungsbereich
der StoR3welle als klare Kontraindikation fur ihre Anwendung, wie z.B. bei einer infi-

zierten Pseudarthrose.

1.6 Fragestellung

In dieser Arbeit sollte der Einfluss der ESW auf die Vitalitdt von verschiedenen, in der
Knochenpathologie bedeutsamen Bakterien untersucht werden. Dabei sollte speziell
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die Bedeutung der beiden Gréf3en Impulszahl und Energieflussdichte ermittelt wer-
den. Ferner sollte untersucht werden, ob es Mindestenergien fur eine Wirksamkeit
der ESW gibt.

Ferner sollte untersucht werden, welche Veranderungen auf zellularer Ebene statt-
finden. Insbesondere sollten die Permeabilitatseigenschaften der Bakterienzelle nach

einer Behandlung mit ESW untersucht werden.

Analog zu Untersuchungen, die Synergismen zwischen Zytostatika und ESW auf
Tumorzellen untersuchten, sollte weiterhin am Beispiel des intrazellular wirkenden
Gentamicin gezeigt werden, ob Antibiotika unter Einfluss der ESW an Wirksamkeit
verlieren, ob sich die Empfindlichkeit von Bakterien, die mit ESW behandelt wurden,
verandert und ob ein Antibiotikum, welches wahrend der ESW appliziert wird, syner-

gistisch zur Stol3welle wirkt.
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2 Material

2.1 Stolwellengenerator

n Alpha Compact

Dornier Medtech, Welling, Deutschland

» Ultraschallgel

TMP Tishaus Medical Products GmbH, Velen-Ramsdorf, Deutschland

2.2 Bakterienstamme

Referenzstamme der “American Type Culture Collection.”

n ATCC 25923
n ATCC 35984
n ATCC 27853
n ATCC 6057

n ATCC 27065

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecium

Staphylococcus aureus, methicillin-resistent (MRSA)

Freundlicherweise durch Prof. Dr. med. Ines Kappstein,

Abteilung fur Infektionshygiene des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie,

Immunologie und Hygiene der Technischen Universitat Minchen, zur Verfu-

gung gestellt.

2.3 Spul-und Waschflussigkeit

§ Steriles NaCl, 0,9%,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

§ PSB-Puffer

NaCl 8 g
KCI0,2 g

Na,HPO, 1,15 g

KH,P0O, 0,2 g

Mit Aqua dest. auffiillen auf 1.000 ml
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§ TRIS-Puffer
6,1 g Tris-hydroxymethylaminomethanat
8,8 g NaCl
ca. 37 ml 1mol HCL
Mit Aqua dest. auffillen auf 1.000 ml
n Aqua dest.
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
n Entgastes Wasser

Delta Select, Dreirich, Deutschland

2.4 Nahrlésungen und Agarplatten

=}

Tryptic Soy Broth (TSB),
Cation Adjusted Mdller Hinton Broth (CAMHB),

=}

» Mdller-Hinton Il Agar-Platten
n McConkey Agar-Platten

Becton Dickinson Labware, Le Pont De Claix, Frankreich

2.5 Farbstoffe

n Sytox Green Nucleic Acid Stain

Molecular Probes, Leiden, Niederlande
» Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.6 DNA- Untersuchungen
n Genomische humane dsDNA, 4300 bp,

Freundlicherweise durch Prof. Dr. rer. nat. M. Schmitt
Klinische Forschungsgruppe der Klinik fir Frauenheilkunde
TU Minchen, zur Verfigung gestellt.

n Lysostaphin 2000 U/mg,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

n DNeasy ® Tissue Kit

Qiagen, Versmold, Deutschland
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n Im DNeasy ® Tissue Kit enthaltenes Material
DNeasy Mini Spin Saulen
2 ml Sammel-R6hrchen
Puffer ATL
Puffer AL
Puffer AE
Proteinase K
Puffer AW1
Puffer AW2
Vor Gebrauch wurden die konzentrierten Puffer AW1 und AW2 mit Ethanol

verdunnt (dazu ist eine Fullmarke auf den jeweiligen Flaschen angebracht).

2.7 Gel-Elektrophorese
» 10 x TBE Puffer

892 mM Tris 108 g
899 mM Borste 550 g
25 mM EDTA 9,39

Mit Aqua dest. auf 1.000 ml aufftillen (entspricht 1 x TBE- Puffer)
10 x TBE Puffer: 1 x TBE-Puffer 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen
§ Agarose
» Loading Buffer
n 10 kB Marker
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

2.8 REM- Untersuchungen

§ Losung A: 22,6 g NaH,PO4 x H,O auf 1000ml Aqua dest.
§ Ldsung B: 25,2 g NaOH auf 1000ml Aqua dest.
§ Glutaraldehyd 25 %
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
8§ Fixierldsung:
830 ml Lésung A und 170 ml Lésung B;
24+1 mit Glutaraldeyhd mischen
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2.9 Versuchsgefalle

» Pasteurpipetten, Weichplastik 5 ml, Durchmesser 12,5 mm
Micro-Bio-Tec-Brand, Siegen, Deutschland

n Sterile Reaktionsgefalie, 2,0 ml (Eppendorfcups)
Biozym, Oldendorf, Deutschland

» Falcon Polypropylen Conical Tubes 15 ml und 50 ml

Becton Dickinson Labware, Le Pont De Claix, Frankreich

2.10 Ausimpfen
n Impfschlinge 10 pl

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
n Zellkultur-Testplatte 96 F
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

2.11 Mess-und Laborgerate

» Hettich Rotanta 46 RC (Zentrifuge fur Bakteriensuspension)
n Hettich EBA 12 (Zentrifuge fir DNA- Isolierung)
Hettich, Bach, Schweiz
»n FE REM Leo 1530
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
n FT-IR Infrarotspektrometer Avatar 370 FT-IR
Thermo Nicolet, Neu-lsenburg, Deutschland
» Densimat
bioMérieux sa France, Marcy-I'Etoile, Frankreich
» Plattenlesegerat Multiskan Ascent
Thermo Labsystems, Dreirich, Deutschland
» Plattenlesegerat Wallac 1420 VICTOR

PerkinElmer Life and Analytical Sciences Inc. Boston, USA
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3 Methoden

3.1 Grundsatzliche Methoden der Bakterienbehandlung und Versuchsaufbau

3.1.1 Herstellen der Nahrlésungen TSB (Tryptic Soy Broth) und CAMHB
(Cation Adjusted Mdller Hinton Broth)

37g TSB-Pulver bzw. 21 g CAMHB-Pulver wurden in 1 Liter Aqua dest. aufgel6st und
bei 121 °C 20 Minuten lang sterilisiert. Die fertige Lésung kann im Kuhlschrank meh-
rere Tage aufbewahrt werden. Vor jeder Verwendung war diese Stammldsung auf
sichtbare Tribung oder Flockung zu Uberprifen. Im Rahmen der Qualitatskontrolle
wurden bei Ansetzen der Bakteriensuspension in einem separaten Falcon-Réhrchen
ca. 10 ml fertige, nicht beimpfte Nahrlésung als Sterilitatskontrolle ohne Bakterienbe-

impfung zusammen mit den Versuchs- und Kontrollreihen mitbebritet.

3.1.2 Herstellen der Bakterienldésung

Samtliche zu verwendenden Bakterienstamme wurden zunachst auf einem geeigne-
ten Nahrboden (Muller Hinton Il oder McConkey oder Blutagar) fiir 24-36 h bei 36 °C
zu sichtbaren Kolonien angezichtet und bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert.
Ein Falcon-Réhrchen wurde mit ca. 10 ml TSB befullt. Mittels einer sterilen Impfose
wurden nun 1-2 Kolonien gleicher GréRe des zu behandelnden Bakterienstammes
von der Agarplatte in die vorbereitete Losung gegeben. Die Lésung wurde 20 Se-
kunden gevortext und sollte dann keine sichtbaren Partikel mehr aufweisen. An-
schlieBend erfolgte die Bebritung tber 24 h bei 37 °C.

Nach Bebrutung wurde eine Kontrollausimpfung auf Muller-Hinton-Agar durchgefiihrt
um die L6sung auf Verunreinigungen durch andere Keime zu tberprifen.

Die deutlich triilbe Suspension wurde zentrifugiert (4000 rpm, 4 min), der Uberstand
durch sterile, physiologische Kochsalzlésung ersetzt und das Pellet durch ausrei-
chendes Vortexen wieder in Suspension gebracht. Dieser Vorgang wurde insgesamt

3-mal wiederholt.

3.1.3 Standardsuspension 1

Ca. 0,5 ml der in 3.1.2 erstellten Suspension wurden in ein Flachboden-Reagenzglas

eingefullt. Durch Verdinnen mit sterilem NaCl (oder Nahrlésung, je nach Versuch)
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wurde eine Trubheit (Turbidity) von 0,5 McFarland-Einheiten eingestellt. Die optische
Dichte konnte mit dem Densimaten ermittelt werden. Eine Trubheit von 0,5 McFar-
land-Einheiten entspricht ca. 2,5 x 10’ KBE/ml Suspension. Diese Suspension wird

im Folgenden als Standardsuspension 1 bezeichnet.

3.1.4 Standardsuspension 2

Die Standardsuspension 1 wurde fir einzelne Versuche mittels einer Verdinnung 1:5
auf eine endgliltige Konzentration von 5x10° KBE/ml gebracht.

Als Verdunnungsmedium diente, abhangig vom durchzufihrenden Versuch, physio-
logische NaCl-Lésung oder Nahrlésung (siehe hierzu die entsprechenden Versuchs-
beschreibungen). Diese Lésung wird im Folgenden als Standardsuspension 2 be-

zeichnet.

3.1.5 Beflllen der Versuchsgefal3e

Weiche Pasteurpipetten aus Kunststoff wurden mit ca. 5 ml der Versuchssuspension
(Standardsuspension 1 oder 2) gefullt und durch Zuschmelzen des Pipettenhalses

wasser-, luft- und druckdicht verschlossen.

3.1.6 Nachweis der Dichtigkeit der Pipetten

Die Pipetten wurden mit hochkonzentriertem Alzerinrot befillt, verschlossen und bei
der héchstmdglichen Energieflussdichte (0,96 mJ/mmz2) mit 4000 Impulsen und 2 Hz
jeweils einzeln behandelt (n = 4). Nach Behandlung wurden die Pipetten zunéchst
unter leichtem Fingerdruck per Augenschein auf sichtbare Leckagen untersucht.

Vor und nach jedem Versuch wurden vier Wasserproben (je 200 ul) aus dem Was-
sertank des Stol3wellengenerators photometrisch auf ausgetretenen Farbstoff unter-
sucht. Dazu wurde die Extinktion der Wasserproben mit dem Plattenlesegerat Mul-
tiskan Ascent bei 560 nm gemessen.

Nach jedem Versuch wurde der Wassertank gespult und mit frischem entgastem

Wasser beflllt

3.1.7 Behandlung der Bakterien

Ein Probenbehdlter gehort zur Serienausstattung des Generators. Dieser Probenbe-
halter besteht aus einem Wassertank, der mittels eines Kopplungsgels akustisch mit
dem Kopplungskissen verbunden und am StolRwellengenerator befestigt wird. Im

Deckel des Wassertanks befindet sich der eigentliche Probenbehalter. Er fixiert ein
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feines Drahtnetz so im Wassertank, dass es ein Kdrbchen bildet, welches genau am
unteren Ende des Fokusbereichs der StoRwelle liegt.

Die Pipetten wurden mittels eines Schaumgummiringes genau in der Mitte des Pro-
benhalters fixiert. Die Pipetten entsprachen in etwa der Ausdehnung des Fokus. So
war gewahrleistet, dass die gesamte Probe wéhrend des Versuches im Fokus, und
damit im Feld der maximalen Energie lag (Abb. 2 und Abb. 3)

Fipette, zugeschmalzen

A

—}E Schaumstoffring, durchbohrt
¢ Probenhalterung
1 VWassertank

Crahtnet

A

A

Gelkissen

A
A

Abb. 2 Schematischer Aufbau des Probenhalters Abb. 3 Probenhalter

Die Tabelle 1 zeigt die physikalischen Parameter der verwendeten Energiestufen.
Die Impulszahl konnte frei gewahlt werden. Bei allen durchgefuhrten Versuchen wur-

de eine Impulsfolgefrequenz von 2 Hz, also 120 Impulsen pro Minute gewahilt.

Tabelle 1 Physikalische Parameter der StoRwelle

Energiestufe =~ Maximaler Druck P+ Energieflussdichte Energie
(MPa) ED (mJ/mm?2) E(12mm) (mJ)
1 16,0 MPa 0,11 mJ/mm2 7,0mJ
2 22,5 MPa 0,22 mJ/mm?2 15,3 mJ
3 41,0 MPa 0,38 mJ/mm? 25,5mJ
4 48,0 MPa 0,59 mJ/mm? 39,0 mJ
5 52,0 MPa 0,72 mJ/mm?2 52,0 mJ
6 55,0 MPa 0,96 mJ/mm? 70,0 mJ
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3.1.8 Ausimpfen der Bakterien

Wenn in den folgenden Versuchsbeschreibungen nicht anders erwahnt, wurden alle
Suspensionen nach der StoRwellenbehandlung nach der folgenden Art und Weise
verdunnt und ausgeimpft.

Nach dem Offnen der Pipetten durch Abschneiden des versiegelten Halses wurden
zunachst einige Tropfen Suspension verworfen. Dadurch wurde vermieden, dass
Flissigkeit, die wahrend des Beschusses im Pipettenhals aufgestiegen war und da-
mit nicht mehr im Fokus der Stol3welle lag, das Ergebnis verfalscht.

Beide Suspensionen (Kontrolle und Versuch) wurden dann auf einer Zellkulturplatte
im Verhaltnis 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000 mit steriler isotoner
Kochsalzlosung verdinnt. Jeweils 100 pl einer jeden Verdinnungsstufe wurden auf
eine Halfte einer Agarplatte ausgeimpft. Nach einer Bebritung tber 48 h bei 37 °C

wurden die Kolonien ausgezahlt.

3.1.9 Wachstumskontrolle

Um die Zeit zu bestimmen, nach der kein Wachstum mehr statt findet, wurden Plat-
ten mit behandelten und unbehandelten Bakterien (0,96 mJ/mm?2, 4000 Impulse, n=5,
unbehandelte Kontrollgruppe) tber insgesamt 5 Tage bebritet und die Kolonienzahl
regelmallig tberpruft.

3.2 Entwicklung der KBE in Bakteriensuspensionen nach ESW-Behandlung
Bei den Versuchen, die den Einfluss der ESW auf die Anzahl der KBE in einer NaCl-

Suspension untersuchen, wurde folgendermal3en verfahren:

Mit der angefertigten Suspension (Standardsuspension 2) wurden 10 Pipetten (5
Kontrollen, 5 Versuche) befillt und in 4 °C kaltem Wasser gelagert um eine Prolifera-
tion der Bakterien zu vermeiden.

Nacheinander wurden die Pipetten dann der ESW-Behandlung zugefihrt (s. 0.).
Wahrend der Behandlung einer Pipette befand sich eine Pipette der Kontrollgruppe
ebenfalls im Wassertank, aber auf3erhalb des Fokus. Unmittelbar nach der Behand-
lung erfolgte die Ausimpfung der Kontroll- und Versuchsgruppen auf Agarplatten.

Bei Ubersteigen der Wassertemperatur im Wassertank (Abwarme des Generators)
von 20 °C wurde das Wasser gewechselt.

Die folgenden Tabellen zeigen eine Ubersicht tiber die verwendeten Keime und die

jeweils verwendeten physikalischen Parameter.
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Tabelle 2 Ubersicht (iber Keime und verwendete Parameter

Impulszahl
EFD 1000 2000 3000 4000 5000 6000
0,96 mJ/mm?| 5 ayreus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa

S. epidermidis
E. faecium E. faecium
MRSA
EFD
Impulszahl 0,38 mJ/mm?2 0,59 mJ/mm?2 0,72 mJ/mm?2 0,96 mJ/mm?2
4000 S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

12000 S. aureus

3.3 Extrakorporale StoRwelle und Antibiotikum

3.3.1 Herstellen einer Antibiotikum-L6sung

Das Gentamicin lag in Klinikiblicher Menge und einer Konzentration von 40 mg/ml in
einer Glasampulle vor. Davon wurde durch 1:40 Verdinnung eine Lésung in isotoner
NaCl-Losung hergestellt, die eine Konzentration von 1 mg Gentamicin pro ml Lésung

enthielt. Diese Stammlosung wurde in allen folgenden Versuchen verwendet.

3.3.2 Wirkung von extrakorporalen StoRwellen auf Gentamicin

Bei diesem Versuch sollte untersucht werden, ob Gentamicin in seiner biologischen
Wirksamkeit verandert wird, wenn es der ESW ausgesetzt wird.
5 Pasteurpipetten wurden mit einer Gentamicinlésung (1mg / ml) befillt und wie folgt
behandelt:
3 Pipetten wurden mit 4000 Impulsen bei 0,38 mJ/mm2 behandelt,
3 Pipetten wurden mit 4000 Impulsen bei 0,96 mJ/mmz2 behandelt,
1 Pipette wurde wahrend der Behandlung im Wassertank aul3erhalb des Fo-
kus gehalten
1 Pipette wurde wéahrend der Versuche bei 4°C im Kihlschrank gelagert.
Nach der Behandlung wurde das Gentamicin den im Folgenden beschriebenen Un-
tersuchungen unterzogen (3.3.2.1 und 3.3.2.2) um die antibiotische Wirksamkeit im

Vergleich zu unbehandeltem Gentamicin zu untersuchen.
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3.3.2.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die hier geschilderte ,Macrodilution Method" ist ein etabliertes Verfahren, um die mi-
nimale Hemmkonzentration eines Antibiotikums zu ermitteln. Die MHK ist die nied-
rigste Konzentration einer antibakteriellen Substanz, bei der unter definierten Bedin-
gungen kein Wachstum der Bakterien in Suspension mehr stattfindet, die Bakterien
aber noch nicht abgetdtet werden.

Die Versuchsreihen wurden 2-mal durchgefiihrt, dabei erfolgte je Probe eine 3-fach-
Bestimmung. Die Bestimmung der MHK erfolgte nach den Richtlinien der NCCLS
(NCCLS, 2000). Da die NCCLS als wirksamen Bereich von Gentamicin gegeniber S.
aureus eine Konzentration von < 4 pug/ml angibt, wurden die Konzentrationen 0,063 —
16 pg/ml getestet.

Zunachst wurden 15 Reihen mit je 11 Reagenzglasern aufgestellt. In Glas 1 jeder
Reihe wurden 1,968 ml CAMHB gefillt. In die Glaser 2 bis 11 jeder Reihe wurde je-
weils nur 1 ml CAMHB gefillt. Fir die Reihen 1-3 wurden 3 Proben gekulhltes, nicht
behandelte Gentamicin verwendet. Fur die Reihen 4-6 wurde das unbehandelte Kon-
troll-Gentamicin, welches im Wassertank auf3erhalb des Fokus lag, verwendet. Fur
die Reihen 7-9, 10-12, und 13-15 wurde das behandelte Gentamicin verwendet. Da-
bei wurde jede Probe 3-mal getestet.

Nun wurde bei allen 15 Reihen wie folgt vorgegangen: In Glas 1 wurden 32 pl Gen-
tamicin (C=1pg/ul) gegeben. Nach griindlichem Mischen wurde aus diesem Glas 1
ml entnommen und in Glas 2 gegeben. Hieraus wurde wieder nach grindlichem Mi-
schen 1 ml in Glas 3 geflllt. Nacheinander wurde dieser Schritt bis zum Glas 9 wie-
derholt. Die Glaser 10 und 11 blieben als Sterilitatskontrolle bzw. Wachstumskontrol-

le frei von Antibiotikum.

Von einer Blutagar-Platte wurde eine Kolonie S. aureus (ATCC 25923) in ca. 5 ml
CAMHB gegeben, und unter langsamem Schutteln im Brutschrank bei 37 °C bebri-
tet, bis sich eine sichtbare Tribung eingestellt hatte. Von dieser Suspension wurde
mittels physiologischer Kochsalzlésung eine Suspension mit 0,5 McFarland Einheiten
(entsprechend ca. 2,5 x 10" KBE/ml) erstellt und diese mit CAMHB weiter auf 5*10°
KBE/ml verdinnt.

Aus dieser Losung wurden jeweils 100 pl zu den Reagenzglasern 1-10 aller Reihen

zugegeben. Das 11. Glas wurde nicht beimpft, sondern diente zur Sterilitatskontrolle
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(Negativkontrolle). Das 10. Glas, welches kein Gentamicin enthielt, diente zur
Wachstumskontrolle (Positivkontrolle). Zur Beflllung wurde die Pipettenspitze knapp
unterhalb des Meniskus ausgepresst; fur jede Beimpfung wurde eine neue Pipetten-
spitze genommen.

Unmittelbar nach Beimpfung derjenigen Glaser, die der Wachstumskontrolle dienen,
wurden daraus je 100 pl entnommen, im Verhaltnis 1:500 mit NaCl verdiinnt und da-
von 2 mal 100 pl auf zwei Agarplatten (Eichplatten) ausgeimpft. Nach Bebritung
Uber 48 h sollten die Agarplatten ca. 75-150 Kolonien zeigen. Dies entspricht einer
Bakterienzahl von 5 x 10° KBE/ml - 7,5 x 10° KBE/ml in den Reagenzglasern.

Alle Glaser wurden tber 20 h bei 37 °C bebritet. Nach 20 h wurde jedes Glas sanft
gevortext, um Keime, die sich knapp unterhalb oder direkt am Meniskus festgesetzt
hatten, wieder in Losung zu bringen. Nach weiteren 4 Stunden Bebritung wurde der
Versuch ausgewertet. Jedes Glas wurde mit der Sterilitatskontrolle verglichen.

Die MHK war nun diejenige Konzentration, unter der sich kein sichtbares Bakterien-
wachstum und damit keine sichtbare Tribung im Vergleich zur sterilen Negativkon-

trolle mehr zeigte.

3.3.2.2 Physikalische Analyse des behandelten Gentamicins

Von den behandelten Gentamicinproben (0,38 mJ/mm2 und 0,96 mJ/mmz2, jeweils
4000 Impulse, n=3) sowie von einer unbehandelten Probe wurden wenige pl auf ei-
nen Objekttrager gegeben und bei Raumtemperatur eingetrocknet. Als Blindwert
wurde ebenfalls eine Probe NaCl (die Tragerlésung) getrocknet. Die so getrocknete
und kristallisierte Losung wurde dann bei einer Wellenlange von 542 nm - 4500 nm
infrarotspektroskopisch untersucht. Dabei wurde die Absorption gemessen, die die
zu untersuchende Probe bei jeder applizierten Wellenlange hervorruft. Von diesen
Messwerten wurden die Messwerte der eingetrockneten NaCl-Probe (Leerwert) sub-
trahiert. Durch Vergleich der Absorptions-Spektren konnte eine qualitative Aussage
Uber die in der Probe vorhandenen Gentamicin-Molektle und deren kovalente Bin-

dungen getroffen werden.

3.3.3 Wirkung von Gentamicin auf vorbehandelte Bakterien

Mit diesem Versuch wurde getestet, ob sich die Empfindlichkeit von S. aureus, der
mit der geringsten beginnend letalen Energiedosis behandelt wurde, gegeniber Gen-

tamicin verandert. Als Kontrolle diente eine unbehandelte Bakteriensuspension.

23



Zunachst wurde eine Bakteriensuspension in NaCl erstellt, die ca. 510° KBE ent-
hielt. Zunachst wurde der Bakteriengehalt dieser Suspension durch Ausplattieren ve-
rifiziert. AnschlieBend wurde diese Suspension auf 5 Kontroll- und 5 Test-
Suspensionen aufgeteilt und in entsprechend viele Kunststoffpipetten gefillt. Diese
wurden verschlossen und bei 0,59 mJ/mm?2 mit 4000 Impulsen behandelt. Die unbe-
handelte Probe befand sich wahrend der Behandlung im Wassertank, aul3erhalb des
Fokus’.

Sofort nach Behandlung wurde wiederum der Bakteriengehalt jeder Probe bestimmit.
Durch Vergleich der Werte vor und nach der StoRwellenbehandlung konnte unter-
sucht werden, inwieweit sich die Anzahl an KBE in der Suspension durch die ESW-
Applikation verandert hatte. Dies war bedeutsam, da die NCCLS definierte Bakteri-
enkonzentration fur die MHK-Bestimmung vorsieht, und gewébhrleistet sein musste,
dass diese Konzentration trotz der Behandlung erreicht wurde. Mit der nun behandel-
ten Probe wurde die MHK der Bakterien gegentber Gentamicin getestet und mit der
unbehandelten Kontrolle verglichen (vgl. 3.3.2.1). Fur jede Probe wurde eine Dop-

peltbestimmung durchgefuhrt.

3.3.4 Zusammenwirken von StoRRwelle mit Antibiotikum

Mit diesem Versuch sollte untersucht werden, ob sich bei der Anwendung von Antibi-
otikum und einer letalen Stol3wellenbehandlung synergistische Effekte hinsichtlich
der Bakteriziditat erreichen lassen. Dazu wurden zunachst die Einzelwirkungen von
Antibiotika und ESW abgeschatzt, und schlie3lich kombinierte Versuche durchge-
fuhrt.

3.3.4.1 Bakterizide Wirkung von Gentamicin wahrend der
ESW- Applikationszeit

Zunachst wurden Antibiotikum-Lésungen in NaCl hergestellt. In diesem Versuch
wurden stichprobenartig die Konzentrationen 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml und 2 pg/ml ge-
testet.

Aus dem vorliegenden frischen Gentamicin wurden zuné&chst durch Verdinnung mit
NaCl Proben der Konzentration 100 pg/ml, 50 pg/ml und 25 pg/ml erstellt.
Synergistische Effekte zwischen Stol3welle und Antibiotikum kénnten vor allem wah-
rend der Dauer der StoRwellenbehandlung wirken. Bei den hier durchgefuhrten Be-
handlungsversuchen mit 4000 Impulsen lag die Versuchsdauer bei 2000 Sekunden,
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also bei 33 Minuten und 20 Sekunden. Um zu Uberprifen, ob das Antibiotikum in
dieser Zeit auch allein einen bakteriziden Effekt entwickeln kann, wurden Suspensio-
nen von S. aureus mit verschiedenen Konzentrationen des Gentamicins versetzt und
fur 33 Minuten bei 35 °C bebrtet.

Fur diesen Versuch wurde eine Bakteriensuspension in CAMHB mit ca. 10° Keimen
erstellt. Sodann wurde eine Zellkulturplatte mit 24 Wells vorbereitet: In die Wells der
Reihe A wurden jeweils 0,25 pg Gentamicin (10 ul der Loésung mit 0,025 pg/ul), in die
der Reihe B 0,5 pg Gentamicin (10 pl der Losung 0,05 pg/ul) und in die der Reihe C
2 ug Gentamicin (20 ul der Lésung 0,1 pg/ul) gegeben. Reihe D enthielt kein Genta-
micin (Wachstumskontrolle). In jedes Well der Reihen A und B wurden nun 890 pl, in
die Wells der Reihe C 880 pl und in Reihe D 900 ul CAMHB gegeben. AnschlieRend
wurde jedes Well mit 100 ul der vorbereiteten Bakteriensuspension aufgefillt. Bei 35
°C wurde die Platte sodann 33 Minuten lang bebritet, die Suspension anschlieRend

seriell verdiinnt, ausgeimpft und quantifiziert.

3.3.4.2 Wirkung der ESW auf Bakterien unter wachstumsférdernden
Bedingungen

Bei diesem Versuch wurden nun Bakteriensuspensionen untersucht, die einer Be-
handlung mit 4000 Impulsen bei 0,59 mJ/mmz2, 0,72 mJ/mmz2 und 0,96 mJ/mm2 in
CAMHB einer Temperatur von ca. 35 °C ausgesetzt waren. Mit den korrespondie-
renden Parametern sollten im Anschluss die Effekte einer gleichzeitigen ESW- und
Antibiotika-Applikation ermittelt werden. Der Stol3wellengenerator ist in der Lage, die
Wassertemperatur im Wassertank konstant bei ca. 35 °C zu halten. Der Wassertank
des Stol3wellengenerators wurde vor dem Versuch mit angewarmtem entgastem
Wasser gefillt.

Zunachst wurde eine Bakteriensuspension aus S. aureus in CAMHB mit einer Kon-
zentration von ca. 10° KBE/ml erstellt. Durch Ausplattieren wurde der tatsachliche
Bakteriengehalt dieser Losung bestimmt. Sodann wurden 2 Pipetten mit dieser L06-
sung beflllt. Eine der beiden Pipetten wurde mit der StoRwelle bei 0. g. Parametern
behandelt, wahrend die andere Pipette (sie stellt die Kontrollprobe dar) im Wasser
des Wassertankes aul3erhalb des Fokus gehalten wurde. Die Wassertemperatur
wurde durch den StoRwellengenerator bei 35 °C gehalten. Sofort nach dem Versuch
wurden die Kontrollprobe und die Versuchsprobe wie beschrieben ausgeimpft und

quantifiziert.
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3.34.3 Kombinierte Applikation von ESW und Antibiotikum

Ausgangslésung war eine Suspension von S. aureus in CAMHB mit einer Konzentra-
tion von ca. 10° KBE/ml. Fir jede zu testende Antibiotikums-Konzentration (siehe
Tab. 3) wurden Proben nur mit Antibiotikum und 5 Proben mit Sto3welle und Antibio-
tikum behandelt. Zunachst wurde die Stammsuspension auf 5 Falcon-Réhrchen (je-
weils 10 ml) aufgeteilt. Daraus wurde die Bakterienkonzentration durch ausplattieren
bestimmt. Anschlie3end wurde zu dieser Suspension die entsprechende Menge an
Gentamicin (1 mg/ml) hinzugegeben (siehe Tab. 3). Sofort danach wurde die Sus-
pension auf eine Kontroll- und eine Versuchspipette aufgeteilt.

Jede Versuchspipette (n=5) wurde bei 0,59 mJ/mm2 mit 4000 Impulsen behandelt
wahrend sich die Kontrollprobe im Wassertank, jedoch auf3erhalb des Fokus befand.
Nach Behandlung wurden die Suspensionen doppelt ausgeimpft und quantifiziert.

Die Mittelwerte jeder Versuchsprobe wurden mit den Werten der Stammsuspension,

der Kontrollprobe und denen der alleinigen ESW-Applikation (vgl. 3.3.4.2) verglichen

Tabelle 3 Verwendete Antibiotikamengen und daraus resultierende Konzentrationen

Gruppen- | Gentamicin-Konzentration in der hinzugegebene Menge
Nummer Bakteriensuspension an Antibiotikumslésung (1 mg/ml)
1 8 pg/mi 80 pl
2 4 pg/ml 40 pl
3 2 ug/mi 20 pl
4 1 pg/ml 10 ul
5 0,5 pg/m 5l

3.4 Fluoreszenzphotometrische Messungen

Es sollte untersucht werden, ob die Einwirkung der ESW die Permeabilitat der Bakte-
rienwand (ir-)reversibel verandern kann. Andert sich die Permeabilitat irreversibel, so
ware dies ein Hinweis auf den bakteriziden Effekt der StoBwelle. Um dies zu Uber-
prufen, wurden Bakterien nach ESW-Behandlung mit dem Farbstoff Sytox Green ge-
farbt und fluoreszenzphotometrisch vermessen. Sytox Green bindet an intrazellulare
DNA unter starker Zunahme der Fluoreszenz, kann jedoch Bakterienzellwande nur
nach deren Zerstérung bzw. Permeabilisierung durchdringen.

Dazu mussten einige Eigenschaften der Interaktion zwischen dem Farbstoff und den
Bakterien bekannt sein: Es musste geklart werden, ob sich durch langes Einwirken

des Farbstoffes auf die Bakterien die Fluoreszenz verandert. Ferner musste eine
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Eichkurve erstellt werden, die die Fluoreszenz von Bakteriensuspensionen unter-
schiedlicher Konzentration zeigte. Eine zweite Eichkurve musste zeigen, wie Sus-
pensionen verschiedener Konzentration fluoreszieren, wenn sie zu verschieden ho-
hen Anteilen aus permeabilisierten und intakten Bakterien zusammengesetzt waren.
Uber die Fluoreszenz-Werte in der Suspension ESW-behandelter Bakterien konnte
so Uber die Eichkurven auf die Anzahl der Bakterien mit gestorter Zellwand ge-

schlossen werden.

3.4.1 Farbung der behandelten Bakterien

Alle in den folgenden Versuchen gefarbten Bakteriensuspensionen (behandelte
Standard 1- und Standard 2- Ldsungen, unbehandelte Kontrolle, permeabilisierte
Bakterien etc.) wurden mit einer 5 uM Ldsung Sytox-Green (Stammldésung mit Aqua
dest. verdunnt) gefarbt und photometrisch untersucht und nach dem hier geschilder-
ten Schema vermessen.

Die zu untersuchenden Bakteriensuspensionen wurden auf klare, durchsichtige Zell-
kulturplatten ausgeimpft. Zunachst wurde das zu beimpfende Well mit 40 pl Farbstoff
befullt. Im zweiten Schritt wurden 160 pl der Bakteriensuspension hinzugegeben.
Dadurch wurde der Farbstoff nochmals 1:5 verdinnt (und lag damit in einem Kon-
zentrationsbereich, der der Hersteller des Farbstoffs fiir die Bakterienfarbung emp-
fiehlt).Zwischen den befillten Wells blieb jeweils ein Well frei, um Uberstrahlungsef-
fekte zu vermeiden.

In jeder Platte wurden zusatzlich die Leerwerte der bakterienfreien Losungen (je
nach Versuch bestehend aus 160 pl NaCl und 40 ul Sytox bzw. 160 pl Isopropylalko-
hol und 40 pl Sytox) gemessen. Mit diesen Leerwerten konnten die Messungen kor-
rigiert werden.

Das Ausmessen erfolgte im Plattenlesegerat Viktor. Die Platten wurden im Durch-
lichtverfahren 3 mal vermessen. Angeregt wurde der Farbstoff mit 485 nm, die Emis-
sion wurde kumulativ 1 Sekunde lang bei 535 nm gemessen. Das Messergebnis
stellt also den Uber die Zeit t=1 s integrierten Emissionsverlauf dar. Von den 3 Mess-
ergebnissen wurde das arithmetische Mittel gebildet und hiervon der Leewert (Tra-
gerldsung mit Farbstoff ohne Bakterien) subtrahiert.
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3.4.2 Test der Aufnahme des Sytox-Farbsotffes durch vitale Zellen

Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um festzustellen, ob das Fluoreszenzverhalten
der getesteten Bakterien durch lange Einwirkzeiten des Farbstoffes (ohne ESW oder
sonstige Verfahren der Permeabilisierung) beeinflusst werden kann.
In 6 Eppendorf-Cups wurden zunachst 1000 pl der Standardsuspension 2 von S. au-
reus ATCC 25923 gegeben und schlief3lich wie folgt weiterbehandelt:
Cup 1 und 2 wurden mit 250 pl NaCl zu 1250 pl aufgefillt (Negativkontrolle).
Cup 3-6 wurde mit je 250 ul Sytox Green (5 pM) zu 1250 pl aufgefillt (entspricht
einer Farbstoffkonzentration von 1uM).
Zu den Zeitpunkten t=10; 20; 30; und 40 Minuten wurden aus jedem Eppendorf-Cup
200 pl frische Suspension entnommen und jeweils ein Well einer Spalte einer 96-
Well Zellkulturplatte beftllt. Jedem neuen Zeitpunkt wurde eine neue Reihe zugeord-
net (siehe Anhang: Schema 1).
Nach jeder Probenentnahme wurden die Cups bis zum néchsten Testzeitpunkt in ei-

ner Dunkelbox im Brutschrank bei 35 °C gelagert.

3.4.3 Permeabilisierung der Zellen (Positivkontrolle)

Die Membranen von Bakterien lassen sich zu mehr als 99,99 % permeabilisieren
(und die Zellen damit abtdten), wenn sie fur ca. 1 h mit Isopropylalkohol (70 %) ver-
setzt werden (Roth et al. 1997).

Eine so hergestellte Suspension aus permeabilisierten Bakterien diente als 100 %-
Kontrolle bei jedem Versuch, bei dem mittels Sytox Green die Permeabilisierung von
Bakterien durch ESW untersucht werden sollte. Alle im Folgenden verwendeten
100%-Kontrollen wurden nach dem folgenden Schema erstellt:

Zunachst wurde eine in NaCl gewaschene Standartsuspension 1 von S. aureus
ATCC 25923 in logarithmischer Wachstumsphase hergestellt. Nach dem letzten
Waschvorgang wurde etwa die Halfte der Suspension entnommen und in ein eigenes
Falcon-Rohrchen Gberfuhrt (vitale Bakterien, Negativkontrolle).

Die andere Halfte wurde ein zweites Mal zentrifugiert und das Pellet in Isopropylal-
kohol (70 %) in L6sung gebracht (permeabilisierte Bakterien, Positivkontrolle). Beide
Suspensionen wurden fir ca. 70 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Messen
der Extinktion wahrend des Permeabilisierungsvorganges konnte ausgeschlossen
werden, dass sich die Extinktionseigenschaften der Bakterien durch die Permeabili-
sierung anderten. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass sich die optischen Ei-
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genschaften der permeabilisierten Bakterien nicht anderten und das Verfahren der
Densimetrie zur Einstellung weiterer Konzentrationen weiterhin tauglich war.

Nach 70-min Einwirkzeit wurden beide Losungen erneut 2-mal zentrifugiert, der
Uberstand jeweils verworfen, das Pellet in NaCl gelost und eine Konzentration von
0,5 McFarland-Einheiten eingestellt. Anschlie3end wurde durch genaues Messen
des Extinktionswertes beider Losungen (es wurden jeweils 3 mal 200 pl Lésung in
insgesamt 6 Wells einer Zellkulturplatte gegeben und mit dem Plattenlesegerat Mul-
tiskan Ascent vermessen) und dosiertes Hinzugeben von NaCl die Bakterienkonzent-
ration beider Losungen genau angeglichen. Dadurch stand eine Versuchs- und Kon-
trolllésung exakt gleicher Konzentration zur Verfligung.

3.4.4 Ermitteln der Fluoreszenzeigenschaften von Bakterien

3.4.4.1 Fluoreszenz von Bakteriensuspensionen unterschiedlicher Konzent-

ration

Mit dem folgenden Versuch wurde eine Eichkurve erstellt, um die Fluoreszenz per-
meabilisierter Bakterien und nicht-permeabilisierter (vitaler) Bakterien unterschiedli-
cher Konzentration darzustellen.

Aus beiden Suspensionen (permeabilisiert und vital) wurde mittels des Densimaten
Lésungen mit 1,5; 1,0; 0,6; 0,3 und 0,1 McFarland-Einheiten hergestellt. Anschlie-
Rend wurden die Konzentrationen durch photometrische Feinkorrektur, wie unter
3.4.3 beschrieben, exakt aufeinander eingestellt. Aus der Sytox-Stammldsung wurde
ferner eine Gebrauchslésung der Konzentration 5 pmol hergestellt.

Sodann wurden zwei Zellkulturplatten vorbereitet. In jedes zu befillende Well wurden
zunachst 40 pl des Sytox und anschlielRend 160 ul der Bakteriensuspension gege-
ben. Platte 1 wurde dabei mit den nicht-permeabilisierten, Platte 2 mit den permeabi-
lisierten Bakterien beimpft (siehe Anhang: Schema 2).

Beide Platten wurden nach einer Einwirkungszeit des Farbstoffes von 10 min im Plat-
tenlesegeréat Viktor ausgelesen (Parameter: Anregung bei 485 nm, Emission gemes-

sen bei 535 nm, Auslesedauer 1 s)

3.4.4.2 Fluoreszenz von Suspensionsgemischen

Im nachsten Schritt wurde eine zweite Eichkurve erstellt, die das Fluoreszenzverhal-
ten von Suspensionen darstellt, die zu unterschiedlich hohen Anteilen aus permeabi-
lisierten und nicht-permeabiliserten (also vitalen) Bakterien bestehen. Dabei wurden
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Suspensionen mit 3 verschiedenen Konzentrationen untersucht. Dieser Versuch ent-
sprach in der Vorbereitung dem oben geschilderten Versuch.

Aus Suspensionen permeabilisierter und nicht-permeabilisierter Bakterien wurden
Suspensionen mit 1,5; 1,0; und 0,5 McFarland-Einheiten hergestellt (siehe 3.4.3).
Von jeder Konzentration wurden sodann Gemische aus permeabilisierten und nicht-
permeabilisierten Bakterien erstellt, die folgenden Anteil an permeabilisierten Bakte-
rien enthielten: 100%; 80%; 60%; 40%; 20%; 0%.

Ahnlich wie oben beschrieben wurden nun 3 Platten mit Sytox-Farbstoff (5 umol)
vorbereitet und anschlie3end mit den Bakteriensuspensionen beflllt (siehe Anhang:
Schema 3). Die Auslesung erfolgte wie unter 3.4.1 beschrieben)

3.4.5 Einfluss der ESW auf die Permeabilitat der Bakterien

Im folgenden Versuch wurde schlie3lich mit Hilfe der beiden erstellten Eichkurven
der Einfluss der ESW auf die Integritat der bakteriellen Zellwand und die intrazellula-
re Aufnahme von Sytox Green untersucht. Als variable Parameter der ESW-
Applikation wurden die EFD und die Impulszahl unterschiedlich gewahlt. Wie be-
schrieben wurde aus der Standardlésung 2 eine Suspension lebender und eine Sus-
pension permeabilisierter Bakterien hergestellt (vgl. 3.4.3).

Die Suspension nicht permeabilisierter Bakterien wurde in die Versuchs- und Kon-
trollpipetten gefullt. Jede Versuchsprobe wurde behandelt (Parameter siehe Tab. 4)
Dabei befand sich die Kontrollgruppe im Wassertank auf3erhalb des Fokus (Negativ-
kontrolle, nicht permeabilisierte Bakterien). Die Suspension mit den permeabilisierten
Bakterien wurde wahrend des Versuches bei Raumtemperatur gelagert. Nach der
Behandlung erfolgte die photometrische Ausmessung wie beschrieben. Dabei wur-
den von jeder einzelnen Probe (Versuch, 0%- und 100%- Kontrollen) jeweils 3 Pro-

ben photometrisch ausgemessen.

Tabelle 4 StoRBwellenparameter bei der Untersuchung der Permeabilitadtsénderung

EFD Impulse | Versuch 1 | Versuch 2
0,38 mJ/mm? 4000 3
0,59 mJ/mm2 2000 5
0,59 mJ/mm2 4000 3 5
0,59 mJ/mm2 8000 5
0,59 mJ/mm2 12000 5
0,96 mJ/mm2 4000 4
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Zur Kontrolle des photometrischen Messverfahrens wurden die Versuchs- und Kon-
trollsuspensionen sowohl derjenigen Versuche, die mit 0,59 mJ/mm? und 12.000 Im-
pulsen als auch derjenigen, die mit 0,96 mJ/mm2 und 4000 Impulsen behandelt wur-

den, ausgeimpft und die Anzahl der verbliebenen KBE bestimmt (vgl. 3.1.8).

3.5 Extrakorporale StoRwellen und DNA

Nach dem Nachweis der bakteriziden Wirkung von ESW auf Bakteriensuspensionen
im Wachstumsmodell und der Untersuchung der bakteriellen Zellwandpermeabilitat
nach ESW-Applikation sollten in den folgenden Versuchen die Auswirkungen der
StoRBwellen auf intrazellulare und nackte DNA ermittelt werden. Als Methoden wurden
ein photometrisches Verfahren mittels Sytox Green und die Gel-Elektrophorese ein-
gesetzt.

3.5.1 Untersuchung des Effektes der StoRwelle auf nackte DNA

Es sollte untersucht werden, wie nackte DNA auf die Behandlung mit Stol3wellen re-
agiert. Dafur wurde genomische, humane dsDNA (6000 bp, 0,12 pg/ul in TRIS) ver-
wendet. Es wurden zwei Gruppen (bestehend aus 3 Versuchsproben und einer un-
behandelten Kontrolle) mit 0,38 mJ/mm?2 bzw. 0,96 mJ/mm?2 (je 4000 Impulse) be-
handelt.

Vorbereiten des Agarose-Gels

1g Agarose wurde mit 100 ml TBE-Puffer gemischt und in einem handelsiblichen
Mikrowellenherd so lange erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gelost hatte. Nach
Abkuhlen auf handwarme Temperatur wurden 25 pl Ethidiumbromid hinzugegeben.
Die Losung wurde unter standigem RiUhren mit einem Magnetrihrer sorgfaltig ge-
mischt. Das Gel wurde nun in eine vorbereitete Gussform (mit je nach Versuch un-
terschiedlicher Anzahl von Probentaschen) gegossen. Das verfestigte Gel wurde in
eine Elektrophorese-Kammer gelegt, diese Kammer dann mit TBE-Puffer gefillt, bis
der Flussigkeitsspiegel das Gel ca. 3 mm hoch Uberdeckte.

Vorbereiten der DNA

Fir jede Versuchsgruppe wurden insgesamt 15 ml DNA-L6sung in TRIS-Puffer be-

notigt. Um spater ein ausreichendes Mischungsverhaltnis zwischen dem Sytox-
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Farbstoff und der DNA zu gewahrleisten, wurden jeweils 150 pl DNA 1:100 mit
14,85 ml TRIS gemischt. Anschlieend wurde die Losung in 8 Pipetten gefillt
(6 Versuchsproben, zwei Kontrollproben).

3 Versuchsproben wurden bei 0,38 mJ/mmz2, 3 weitere Proben bei 0,96 mJ/mm?2 je-
weils 4000 Impulsen ausgesetzt. Aus den behandelten Probe und der unbehandelten
Kontrolle wurden jeweils 160 pl entnommen und auf einer Zellkulturplatte mit 40 pl
Sytox-Farbstoff (5 uM) gemischt. Als Leerkontrolle diente 160 ml TRIS ohne DNA.
Die Platten wurden sodann wie beschrieben fluoreszenzphotometrisch vermessen.
Die behandelte DNA sollte ferner mittels Gel-Elektrophorese untersucht werden. Da-
zu wurden aus den behandelten und der unbehandelten Probe jeweils 400 pl abge-
nommen und in einem Eppendorf-Cup mit 100 ul Loading-Buffer gemischt.

Die auf dem Agarose-Gel vorbereiteten Probentaschen (s. 0.) wurden nun mit der
Kontrolle, den 3 behandelten Proben und einem 10 kb-Marker gefillt. Bei 90 Volt
wurden die Proben ca. 90 min. lang elektrophoretisch aufgetrennt. Uber einer UV-

Lampe wurde das Gel fotografiert und die Bilder anschlie3end digitalisiert.

3.5.2 Untersuchung des Effektes der StoRwelle auf intrazellulare Bakterien-
DNA

Mit diesem Versuch wurde untersucht, ob die ESW einen Einfluss auf DNA in Bakte-

rienzellen hat.

Vorbereiten des Lysostaphins (Enzym zum Aufbrechen von S. aureus)

Das vorhandene Lysostaphin (0,5 pg, gefriergetrocknet, 2000 Units/mg), wurde zu-
nachst in 5 ml TRIS-Puffer gelost. Dies ergab eine Lésung, die 0,001 U Lysostaphin
enthielt.

Vorbereiten der Bakterien

Jeweils 5 Proben der Standardlésung 1 wurden mit 0,96 mJ/mm?2 bzw. 0,38 mJ/mm?2
und 4000 Impulsen behandelt.

Die zu untersuchenden Zellen wurden zunachst zentrifugiert, der Uberstand verwor-
fen, und durch Zugabe des vorbereiteten TRIS-Puffers eine Suspension mit einer op-
tischen Dichte von ca. 2,0 McFarland-Einheiten erstellt. Anschlielend wurden die

Zellen mit Lysostaphin lysiert.
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900 pl der Bakterien-Suspension wurde mit 100 ul der vorbereiteten Lysostaphin-
Losung gemischt, und bei 37 °C inkubiert, bis die Lésung vollstandig klar war (Mc-
Farland-Wert < 0,1).

Isolierung der DNA (mittels des DNeasy Tissue Kit)

Pro 180 pl lysierter Bakterien jeder Probe und Kontrolle wurden 25 pl Proteinase K
sowie 200 pl Puffer AL hinzugegeben und durch Vortexen gemischt. Diese Mischung
wurde fir 30 Minuten bei 70 °C inkubiert. Danach wurden 200 pl dehydriertes Etha-
nol (100%) hinzugegeben und erneut durch Vortexen gemischt.

Die Mischung wurde in die DNeasy Mini Spin-Saule gefillt und in das mitgelieferte
Sammelréhrchen gestellt.

Eine Minute lang wurde die Saule bei 8000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss und das
Sammelréhrchen wurden verworfen, die Saule erneut in ein frisches Sammelréhr-
chen gestellt. In die Saule wurden 500 pl des Puffers AW1 gefillt. Erneut wurde die
Saule bei 8000 rpm fur eine Minute lang zentrifugiert. Fur die Weiterverarbeitung
wurden 500 ul Puffer AW2 in die Saule gefillt und diese in ein frisches Sammelrohr-
chen gestellt. Durchfluss und Sammelréhrchen auch des zweiten Durchganges wur-
den verworfen.

Die mit dem Puffer AW2 beflllte Sdule wurde nun 3 Minuten lang bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Dadurch wurde die Membran getrocknet und der noch vorhandene Al-
kohol aus der Membran entfernt. Wiederum wurden Rohrchen und Durchfluss ver-
worfen. Vorsichtig wurde nun die fertige Saule aus dem Sammelréhrchen entnom-
men und in ein 2 ml fassendes Eppendorf-Cup gestellt. 200 ul Puffer AE wurden in
die Saule gefillt und eine Minute lang bei 8000 rpm zentrifugiert. Der im Eppendorf-

Cup gesammelte Durchfluss enthielt nun die gereinigte, isolierte DNA.

Elektrophorese

Nach Extraktion der DNA wurden in einem Eppendorf-Cup jeweils 160 pul DNA mit
20 pl Loading Buffer gemischt. 100 ul dieser DNA wurden dann in die einzelnen
Geltaschen gefiillt. Dabei wurden Probe und Kontrolle folgendermal3en aufgeteilt:
Taschen 1 und 2: unbehandelte Kontroll-Proben

Taschen 3-7: behandelte Bakterien DNA

Tasche 8: Marker, 10 kb
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Die DNA wurde 90 Minueten lang bei 90 V aufgetrennt. Anschlie3end wurde das Gel
auf eine UV-Lampe (280 nm) gelegt und abfotografiert.

3.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Bakterien

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von mit Stol3wellen behandelten
Bakterien und unbehandelten Kontrollen sollte klaren, ob strukturelle Beeintrachti-
gungen an den Bakterienzellen nach ESW-Applikation festzustellen sind.

Dazu wurden mit Sto3wellen behandelte Bakterien auf ein Filterpapier gebracht, fi-

xiert und rasterelektronenmikroskopisch untersucht.

Die folgenden Proben wurden untersucht:

3 Proben der Standardlésung 1; 4000 Impulsen bei 0,96 mJ/mm?2

3 Proben der Standardlésung 1; 4000 Impulsen bei 0,38 mJ/mm?2

3 Proben als unbehandelte Kontrolle
Nach dem Beschuss wurden die Bakterien durch Bakterienfilter (0,2 um Porengrof3e)
gefiltert. Das Filterpapier mit den anhaftenden Bakterien wurde dann in die frisch
vorbereitete Fixierlosung gegeben.
Nach Fixation (24 h bei 4 °C) wurden die Proben 3-mal jeweils 15 min in Aqua dest.
gewassert.
Anschliel3end wurden die Praparate in aufsteigender Alkoholverdiinnung (50%, 70%
und 80%) entwassert und konnten in 80%-igem Alkohol gelagert werden.
Vor der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung erfolgten eine weitere De-
hydrierung mit Alkohol (90% und 100%) und schlie3lich die Kritisch-Punkttrocknung
uber 3 Zyklen mit flissigem CO,. AbschlieRend erfolgte noch der Uberzug mit einem
dunnen Goldfilm (Sputter, 10nm).

Die Aufnahmen wurden mit einem FE-Rasterelektronenmikroskop angefertigt.
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3.7 Quantifizierung und Statistik

3.7.1 Quantifizierung der Messwerte

Alle Agarplatten wurden nach einer Bebritung tber 48 h ausgezahlt. Statistisch ver-
wertet wurden Verdunnungsstufen, die auf der Agarplatte mindestens 10 Kolonien
zeigten. Verdunnungen, die aufgrund eines Uberschielenden Wachstums keine ge-
naue Differenzierung einzelner Kolonien mehr zulie3en, wurden ebenfalls nicht ge-
wertet. Ausgehend von den gezahlten Kolonien wurde entsprechend der jeweiligen
Verdinnungsstufen die Anzahl an KBE in 1 ml Suspension berechnet.

Von den Ergebnissen einer jeden Testreihe wurden der arithmetische Mittelwert und
die Standardabweichung berechnet. Der Mittelwert der Kontrollgruppe in jedem Ver-
such wurde als 100 % definiert. Nun wurde der prozentuale Anteil jeder Versuchs-
gruppe an dem durchschnittlichen Bakteriengehalt der Kontrollgruppe berechnet. Aus
diesen nun erhaltenen Einzelwerten wurde wiederum das arithmetische Mittel gebil-

det und im Vergleich zur mittleren Anzahl an KBE der Kontrollgruppe dargestellt.

Ahnlich wurde bei der Auswertung der Fluoreszenz-Messungen vorgegangen:

Von den gemessenen Werten der Versuchs- und Kontrollgruppe wurde der Leerwert
der Messungen subtrahiert. Sodann wurde von den Ergebnissen der Versuchs- und
Kontrollgruppen jeweils der arithmetische Mittelwert gebildet. Auch hier wurde das
Ergebnis der Kontrollgruppe (in diesem Fall das Ergebnis der mit Alkohol permeabili-
sierten Kontrollgruppe) als 100 % definiert. Der Anteil der Fluoreszenz der behandel-
ten und unbehandelten Versuchsgruppe wurde jeweils prozentual als Anteil der
100%-Gruppe berechnet.

Die genauen Ergebnisse und Zahlenwerte sind fur jeden Versuch im Anhang aufge-

listet

3.7.2 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung wurden statistisch aufgearbeitet. Hier-
bei wurde auf Grund des kleinen, nicht normalverteilten Stichprobenvolumens der
Mann-Whitney-Test fur unverbundene Stichproben angewendet. Ein P-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistik-Programm SPSS.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis der Dichtigkeit der Pipetten

Tabelle 5 zeigt die Extinktion des Wassers im Wassertank des Sto3wellengenerators
vor und nach Behandlung von Pipetten, die mit Alzerinrot gefllt waren.

Die Behandlung erfolgte bei 0,96 mJ/mm?2 und 4000 Impulsen. 4 Versuche wurden
durchgeftihrt und das Wasser im Wassertank nach jedem Versuch jeweils 4-mal
ausgemessen. Von diesen 4 Messwerten wurde das arithmetische Mittel gebildet.
Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass sich die mittlere Extinktion des Wassers nicht
anderte. Die Pipetten erwiesen sich somit als dicht und fur den geplanten Ver-

suchsaufbau geeignet.

Tabelle 5 Extinktion des Wasserbades vor und nach Applikation der ESW

Behandlung Behandlung Behandlung
V-Nr-1 vor nach | V-Nr-2 vor nach | V-Nr-3 vor nach
1 0,039 0,035|1 0,039 0,035|1 0,039 0,035
2 0,037 0,038 | 2 0,037 0,038 | 2 0,037 0,038
3 0,035 0,038 | 3 0,035 0,037 | 3 0,035 0,038
4 0,035 0,033 | 4 0,034 0,035 | 4 0,035 0,034
Mittelwert | 0,037 0,036 | Mittelwert | 0,036 0,036 | Mittelwert | 0,037 0,037
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4.2 Entwicklung der Anzahl der KBE in Bakteriensuspensionen
nach Behandlung mit ESW

4.2.1 Abhangigkeit der KBE von der Impulszahl

Das folgende Diagramm (Abb. 4) zeigt, wie sich die Zahl der vermehrungsfahigen
Keime in einer Suspension aus S. aureus in NaCl entwickelt, wenn diese Suspension
mit der StoRwelle behandelt wird (n=5). Dabei bezieht sich der in Prozent angegebe-
ne Anteil in der Versuchssuspension auf die in der unbehandelten Kontrollgruppe
enthaltenen KBE. Insgesamt wurden die Versuche zur Impulszahl mit S. aureus
dreimal durchgefinhrt.

Man erkennt, dass der Anteil der vermehrungsféhig gebliebenen KBE mit steigender
Impulszahl kontinuierlich abfiel. Bei mehr als 4000 Impulsen gelang es, nahezu steri-

le Verhaltnisse zu erzeugen.

Entwicklung der KBEin einer Suspension von S. aureus

120 —e— Versuch 1
g f T —=— Versuch 2
o 100
2 :l:\l\ Versuch 3
=2
S 80 .
<
< 60
o
©
L 40
£
o 20
[as)]
4
0 = e
Impulse Kontrolle 1000 2000 3000 4000 5000 6000
—e— Versuch 1 100 88,63 16,76 0,11 1,2
—8— Versuch 2 100 66,5 47,63 20,16 7.8 0,7 0,02
Versuch 3 100 85,02 49,23 9,15 4,06 1,26 0,87

Abb. 4 Entwicklung der KBE in einer Suspesnion aus S. aureus in Abhangigkeit der Impulszahl

Tabelle 6 p-Werte zu Abb.4

Die P-Werte stellen das Signifikanzniveau der einzelnen Versuchsgruppen zu den jeweiligen Kontrollgruppen dar.

p-Werte 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Versuch 1 0,7540 0,0090 0,0090 0,0090

Versuch 2 0,0090 0,0090 0,0090 0,0088 0,0090 0,0090
Versuch 3 0,0282 0,0090 0,0090 0,0090 0,0088 0,0090
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Ebenso wurde P. aeruginosa mit unterschiedlich hohen Impulszahlen beschossen

(n=5; 0,96 mJ/mm?2, 0-4000 Impulse). Im Diagramm (Abb. 5) erkennt man in, dass es

erst ab einer Impulszahl von > 2000 Impulsen zu einer signifikanten Reduktion der

KBE kam. Auch in diesem Diagramm illustriert jeder Datenpunkt den durchschnittli-

chen Gehalt an vermehrungsfahigen KBE in der behandelten Bakteriensuspension

im Verhaltnis zur Anzahl der unbehandelten KBE in Prozent.
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KBE in % der
Kontrollgruppe

Entwicklung der KBEin einer Suspension aus P. aeruginosa
(n=5; p jeweilsim Vgl. zur Kontrolle)

Tp=0,3472
L _ p=0,0758
~_ -p=0,009
1 \4»\
p=0,009
~&
Kontrolle 1000 2000 3000 4000
Impulszahl

Abb. 5 Entwicklung der KBE in einer Suspension aus P. aeruginosa in Abhangigkeit der Impulszahl

Das néchste Diagramm (Abb. 6) illustriert die Abnahme der KBE in einer Suspension
von E. faecium, die bei 0,96 mJ/mmz2 mit 4000 bzw. 6000 Impulsen behandelt wurde.

Auch hier zeigen die Datenpunkte jeweils den durchschnittlichen Anteil der KBE in

jeweils 5 getesteten Proben. E faecium erwies sich dabei im Vergleich zu S. aureus

als stabiler gegenuber den Einflissen der StoRwelle. Man erkennt dies an dem im-

mer noch sehr hohen Anteil an KBE nach 6000 Impulsen.

KBE in % der
Kontrolle
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Entwicklung der KBEin einer Suspension von E. faecium
(p jeweilsim Vgl. zur Kontrolle)
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Abb. 6 Entwicklung der KBE in einer Suspension aus E. faecium in Abhangigkeit der Impulszahl
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Abb. 7 zeigt einen Uberblick Uiber das Verhalten verschiedener Bakterienstimme bei
Behandlung mit ESW. Das Diagramm zeigt den durchschnittlichen Anteil der vermeh-
rungsfahig gebliebenen KBE einer Bakteriensuspension, die mit 4000 Impulsen bei
0,96 mJ/mm?2 behandelt wurde. Man erkennt, dass die Keime verschieden empfind-

lich auf die StoRwelle reagieren.

Diverse Keime bei 0,96 mJ/mm2 und 4000 Impulses (n=5)
120 A @ Kontrolle
T T ]' T m Versuch
100 A T
. \ [ | |
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o
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©
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. | B N |
E.faecium MRSA P.aeruginosa S. aureus S. epidermidis
p=0,009 p=0,009 p=0,009 p=0,009 p=0,009

Abb. 7 Ubersicht tiber die Abnahme der KBE verschiedener Keime bei gleichen physikalischen Bedingungen

4.2.2 Abhangigkeit der KBE von der Energieflussdichte

Abb. 8 zeigt die Abnahme der KBE in einer Suspension mit S. aureus, die mit 4000
Impulsen, bei verschieden hoher EFD behandelt wurde (n=5). Es zeigte sich bei ei-
ner EFD von 0,38 mJ/mm?2 eine statistisch signifikante leichte Zunahme der KBE im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Zu statistisch signifikanten Abnahmen kommt es, wenn

eine EFD von mindestens 0,59 mJ/mm? appliziert wird.

Entwicklung der KBEvon S. aureus in Abhéngigkeit der EFD bei 4000 Impulsen
(p jeweils im Vgl. zur Kontrolle)
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@ 120 p=0,017
o
£ 100 T/&
S T N
%: o \\ p=0,028
.C:\E 40 _\ p=0,009
:Sg 20 p=0,009
¥ o \
0 0,38 0,59 0,72 0,96
Energieflussdichte in mJ/mm?2

Abb. 8 Entwicklung der KBE in einer Suspension aus S. aureus unter verschieden hoher EFD
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4.2.3 Abhangigkeit der KBE von der applizierten Gesamtenergie

In diesen Versuchen wurde untersucht, wie sich die Zahl der KBE in einer Suspensi-

on in Abh&ngigkeit der applizierten Gesamtenergie entwickelt. Es wurden 3 Versuche

mit jeweils 5 Proben einer Suspension aus S. aureus durchgefuhrt.
Das folgende Diagramm (Abb. 9) zeigt, dass der Anteil der KBE in einer Suspension,
die mit 0,59 mJ/mm?2 und 12000 Impulsen behandelt wurde, &hnlich niedrig war wie
bei einer Suspension, die lediglich 4000 Impulsen, aber 0,96 mJ/mm?2 ausgesetzt
wurde. Hingegen nimmt die Zahl der KBE in einer Suspension, die mit 4000 Impul-
sen bei 0,59 mJ/mm?2 behandelt wurde, nur um ca. 57 % ab. Eine niedrigere Energie-

flussdichte konnte somit durch eine héhere Impulszahl kompensiert werden.

S. aureus beivariablen Impulsen und verschiedener EFD
(p jeweils im Vergl. Zur Kontrolle)
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N4 = = 0,009
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0,59 mJ/mn?, 0,59 mJ/mn?, 0,96 mJ/mn?,
12.000 Impulse 4000 Impulse 4000 Impulse

o Kontrolle 100,00 100,00 100,00
| Versuch 0,02 43,32 4,53

Abb. 9 Abnahme der KBE in Abhéngigkeit von der Gesamtenergie
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4.3 Extrakorporale Stol3wellen und Antibiotikum
4.3.1 Wirkung der extrakorporalen StoRwelle auf Gentamicin

4.3.1.1 Bestimmung der MHK von unbehandeltem und behandeltem
Gentamicin

3 Proben behandelten Gentamicins (4000 Impulse, 0,96 mJ/mm?2) und eine Probe
unbehandelten Kontroll-Gentamicins, welches sich wéhrend der Behandlung im
Wassertank auf3erhalb des Fokus befand, wurden zusammen mit einer Probe frisch
aus einer Ampulle entnommenen Gentamicins verglichen. Von jeder Probe wurde
6 mal die MHK bestimmit.

Nach 6 Bestimmungen konnte sowohl fur das Kontroll-Gentamicin, das frische Gen-
tamicin, als auch fiur das mit ESW behandelte Gentamicin eine durchschnittliche
MHK von 0,125 pg/ml ermittelt werden (Tabelle 7). Die MHK des behandelten Gen-
tamicins unterschied sich somit nicht von derjenigen der unbehandelten und frischen

Kontroll-Probe.

Tabelle 7 MHK von behandeltem und unbehandeltem Gentamicin gegenuber S. aureus;
die Zahl in Klammern gibt an, in wie vielen der 6 Tests die entsprechende Konzentration als MHK bestimmt wurde

MHK min. MHK max.
Versuch 1 0,125 ug (2) 0,25 g (4)
Versuch 2 0,125 ug (6)
Versuch 3 0,125 pg (6)

Kontroll-Gentamicin 0,125 ug (5) 0,25 ug (1)
Frisches Gentamicin 0,125 pg (6)

4.3.1.2 Physikalische Analyse des behandelten Gentamicins

Abb. 10 zeigt das Infrarotspektrogramm der behandelten Gentamicinproben im Ver-
gleich zur Kontrollprobe. Die Kurve gibt dabei fur jede Wellenlange die Absorption
des Lichtes in % an. Das Kurvenmuster entspricht fur jede Probe dem der Kontroll-

probe. Dies zeigt, dass das Molekul in allen Proben intakt geblieben ist.
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Infrarot-Spektroskopie Gentamicin
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Abb. 10 Absorptionsspektren von ESW behandelten Gentamicinproben und unbehandelter Kontrolle

4.3.2 Wirkung von Gentamicin auf vorbehandelte Bakterien

Es sollte geklart werden, ob Bakterien in ihrer Empfindlichkeit gegentber Gentamicin

beeinflusst werden, wenn sie einer StoRwellenbehandlung ausgesetzt wurden. Dazu

wurde die MHK von Gentamicin an behandelten Bakterien (n=5, 0,59 mJ/mm2, 4000

Impulse) bestimmt und mit derjenigen von unbehandelten Bakterien verglichen. Die

MHK wurde pro Versuch jeweils doppelt bestimmt.

Die Ergebnisse beider Bestimmungen sind in Tabelle 8 dargestellt. Bakterien, die mit

ESW behandelt wurden, wiesen keine relevante Anderung der MHK gegen Gentami-

cin auf.

Tabelle 8 MHK von ESW-behandelten Bakterien und unbehandelten Bakterien im Vergleich

Probe 1 2 3 4 5
ESW-behandelte 0,50 pg/ml 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml 0,50 pg/ml 0,25 pg/ml
Bakterien 0,50 ug/ml 0,50 ug/ml 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml 0,25 pg/ml
unbehandelte Bak- | 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml 0,50 pg/ml 0,50 pg/ml 0,25 pg/ml
terien(Kontrolle) 0,25 pg/ml 0,50 pg/ml 0,50 pg/ml 0,50 pg/ml 0,125 pg/ml
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4.3.3 Zusammenwirken von StoRwelle und Antibiotikum

4.3.3.1 Bakterizide Wirkung von Gentamicin wahrend der
ESW- Applikationszeit

Abb. 11 illustriert, wie die Zahl der KBE in einer Suspension aus S. aureus uber ei-
nen Zeitraum von 33 Minuten bei 35 °C abnimmt, wenn Gentamicin in Konzentratio-
nen angewandt wird, die in der GréRenordnung der MHK von Gentamicin gegen S.
aureus liegen (n=5). Man erkennt, dass bereits diese relativ geringen Konzentratio-
nen in dieser kurzen Zeit ausreichen, um eine signifikante Abnahme der KBE hervor-

zurufen.

Abnahme der KBEin Abhéngigkeit der Gentamicin-Konzentration wéahrend 33 min
(p jeweilsim Vgl. zur Kontrolle)
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Kontrolle
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Gentamicin-Konzentration

Abb. 11 Abnahme der KBE nach einer Einwirkzeit des Antibiotikums von 33 Minuten

4.3.3.2 ESW-Wirkung auf Bakterien bei wachstumsfordernden Bedingungen

Das folgende Diagramm (Abb. 12) zeigt, wie sich die KBE in einer Suspension entwi-
ckelt, wenn die Bakterien optimale Bedingungen (N&hrlésung, 35 °C) vorfinden, Die
Ursprungs-Suspension im Diagramm bezeichnet den Gehalt an KBE zu Beginn des
Versuches. Aus dieser Lésung wurden die Versuchs- und Kontrollproben entnom-
men. Bei der Anwendung von 0,59 mJ/mmz2 und 4000 Impulsen kam es zu einer sig-
nifikanten Zunahme der KBE in der so behandelten Versuch-Suspension im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrollsuspension, die vollig identischen Rahmenbedin-
gungen (Nahrlésung und Temperatur) ausgesetzt war. Dagegen zeigte die Suspen-
sion, die 0,96 mJ/mm?2 bei 4000 Impulsen ausgesetzt war eine signifikante Abnahme
der KBE, wenngleich diese auch geringer ausfallt, als bei Suspensionen mit kalter
NaCl-Losung (vgl. Abb. 4).

43



250

Entwicklung der KBEin einer Suspension aus S.aureus bei 33°C in CAMHB und

versch. EFD (je 4000 Impulse), jeweils n=5
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Abb. 12 Entwicklung der KBE einer Bakteriensuspension in warmer Nahrlésung unter Einwirkung der ESW

Tabelle 9 p-Werte zu Abb. 12

Signifikanzen 0,59 mJ/mm?2 0,72 mJ/mm? 0,96 mJ/mm?2
Ursusp. ESW Ursusp. ESW Ursusp. ESW
ESW 0,009 0,46 0,009
Kontrolle 0,6 0,009 0,009 0,009 0,01 0,009

Fir die 5 behandelten Proben der Versuchsreihe 0,59 mJ/mm2 wurde der

Vermehrungsfaktor der KBE gegenuber der unbehandelten Kontrolle berechnet: Da-

nach vermehren sich die Bakterien unter ESW-Einfluss um das 2,19-fache. Dies ist

fur die Interpretation der Ergebnisse des folgenden Versuches (Vgl.3.3.4.3) notwen-

dig. Mit seiner Hilfe kdbnnen der Einfluss der ESW und der Einfluss des Antibiotikums

auf die Bakteriensuspension voneinander getrennt werden (Vgl. 04.3.3.3).
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4.3.3.3 Kombinierte Applikation von ESW und Antibiotikum

Abb. 13 zeigt die Entwicklung der KBE in einer Suspension aus S. aureus in
CAMHB, die Antibiotika enthielt und der ESW ausgesetzt war (gelbe Balken, ESW
und Gentamicin). Die roten Balken (unbehandelt) zeigen die voéllig unbehandelte
Stammsuspension. Die blauen Balken (nur Gentamicin) zeigen die Entwicklung der
KBE in der Vergleichsgruppe dar, die mit Antibiotika aber ohne ESW behandelt wur-
de. Die Division der Werte der Versuchsgruppe durch den in 4.3.3.2 ermittelten
Vermehrungsfaktor ergab die orangen Balken (Gentamicin, ESW, korrigiert): Da-
durch wurde der Anteil derjenigen Bakterien herausgerechnet, der durch die stimulie-
renden Effekte der ESW entstanden war. Man erkennt, dass die Abnahme der KBE
im korrigierten Versuch und in der Kontrolle (nur mit Gentamicin behandelt) nahezu
identisch sind: Nach Herausrechnen des stimulierenden Effektes aus der Versuchs-
gruppe zeigt die Abnahme der KBE durch das Antibiotikum in der Versuchs- und
Kontrollgruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied. Die p-Werte zeigen die
Signifikanz zwischen der Gruppe, die nur Gentamicin erhielt, und der Gruppe, die

zusatzlich StoRwelle ausgesetzt wurde, jedoch rechnerisch korrigiert wurde.
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Abb. 13 Kombinierte Effekte durch StoBwelle und Antibiotikum auf S. aureus
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4.4 Fluoreszenzphotometrische Messungen
4.4.1 Fluoreszenzeigenschaften von Bakterien

4.4.1.1Test der Aufnahme des Farbstoffes durch vitale Zellen

Abb. 14 zeigt die Fluoreszenz von Bakterien in Abhangigkeit der Einwirkzeit des
Farbstoffes bei 37 °C. Die Fluoreszenzintensitat nahm mit langerer Einwirkzeit um
wenige Prozent ab. Bei keiner der Messungen kam es im Vergleich zur ersten Mes-
sung (t=10 min) zu einer Zunahme. Vitale Zellen nehmen Sytox nicht auf. Die Ab-
nahme der Fluoreszenz ist am ehesten auf die Instabilitdt des Farbstoffes zuriickzu-

fuhren. Dieser zersetzt sich bei langerer Licht- oder Warmeeinwirkung.

Entwicklung der Bakterienfluoreszenz in Abhéngikeit der Zeit
(p jeweilsim \Vgl. zu t=10 min)
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Abb. 14 Entwicklung der Bakterienfluoreszenz wahrend eines Zeitraumes von 40 Minuten
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4.4.1.2 Fluoreszenz von Bakteriensuspensionen verschiedener Konzentration

Abb. 15 zeigt die Fluoreszenz von Bakterien, die zu 100% durch permeabilisiert wur-
den im Vergleich zu intakten Bakterien. Beide Bakteriengruppen wurden mit Sytox
Green Nucleic Acid Stain gefarbt. Erst bei Bakterienkonzentrationen tber 0,2 McFar-
land-Einheiten (ca. 10’ KBE/ml), zeigt sich eine deutlich unterscheidbare Fluores-

zenz zwischen permeabilisierten und vitalen Bakterien.

Absolute Fluoreszenz bei ansteigender Bakterienkonzentration

1.600.000
1.400.000 /
1.200.000

1.000.000 —

800.000 _—
600.000 —

400.000

200.008 -.,i - —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
McFarland-Einheiten

Absolute Fluoreszenz

Abb. 15 Fluoreszenz permeabilisierter und vitaler Bakterien unterschiedlicher Konzentration

blaue Datenpunkte permeabilisierte Bakterien; rosa Datenpunkte nicht permeabilisierten Bakterien

grune Gerade interpolierte Gerade der blauen Datenpunkte: rote Gerade interpolierte Gerade der rosa Datenpunkte

4.4.1.3 Fluoreszenz von Suspensionsgemischen

Abb. 16 zeigt die Fluoreszenz bei graduell ansteigendem Anteil permeabilisierter
Bakterien in einer Suspension. Die Fluoreszenz steigt proportional zum Anteil per-
meabilisierter Bakterien. Die Steigung der Geraden ist umso grol3er, je hoher die
Bakterienkonzentration ist. Die Unterschiede zwischen minimaler und maximaler Flu-

oreszenz héngen also wesentlich von der Ausgangskonzentration an Bakterien ab.

Absolute Fluoreszenz bei verschieden hohem Anteil permeabilisierter Bakterien
— 1.500.000
é 1.250.000 —
& 1.000.000
% 750.000
% 500.000 —k
5 250.000 - E — ——— w
L 0 ‘
0 20 40 60 80 100
prozentualer Anteil permeabilisierter Bakterien in der Suspension

Abb. 16 Fluoreszenz in Abhangigkeit des Anteils an permeabilisierten Bakterien

Blau: Interpolation fiir C= 1,5 McF; Griin: Interpolation fir C= 1,0 McF Rot: Interpolation fir C= 0,5 McF
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4.4.2 Einfluss der ESW auf die Permeabilitat der Bakterien

Das nachste Diagramm (Abb. 17) zeigt das Fluoreszenzverhalten einer Bakterien-
suspension von S. aureus, von der mehrere Versuchsproben jeweils 4000 Impulsen
bei unterschiedlichen Energieflussdichten ausgesetzt waren. Nur bei einer sehr ho-
hen EFD konnte eine statistisch signifikante Erh6hung der Fluoreszenz ermittelt wer-
den. Abb. 18 zeigt das Ergebnis der Wachstumskontrolle fir die Parameter 0,96
mJ/mm2 und 4000 Impulse. Die KBE nehmen um tber 95% ab, obgleich die Fluores-

zenz nur um wenige Prozent ansteigt.

Fluoreszenz von S. aureus nach Behandlung mit 4000 Impulsen bei versch. EFD
(p jeweils zw. Kontrolle und Probe)
120
100 == = I
S
[=)
c 80
N
c
Y 60
)
t
S 40
[T
p=0,51 p=0,51 p=0,02
20
0,38 mJ/mmn 0,59 mJ/mne 0,96 mJ/mnr
| Kontrolle O Versuch O 100 % permeabilisiert

Abb. 17 Fluoreszenz einer Bakteriensuspension nach ESW-Behandlung verschiedener Parameter

Wachstum von S. aureus nach 0,96 mJ/mmz2und 4000
Impulsen n=4,
(Ausimpfung der fir die Sytox-Farbung verwendeten Suspension )

140,00
120,00 =S
100,00
80,00 —— 1
60,00 —— p=0,009
40,00 1
2000 b—— 304

=

0,00 T ]
Kontrolle Versuch

KBE in % der Kontrolle

Abb. 18 Quantifizierung der KBE der zur Permeabilitdtsmessung verwendeten Suspension
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Das folgende Diagramm (Abb. 19) zeigt, wie sich die Fluoreszenz der Suspension in
Abhéangigkeit von verschieden hohen Impulszahlen bei relativ geringer EFD (0,59
mJ/mm?2) anderte. Bei sehr hohen Impulszahlen (die geniigen, um mehr als 99 % der
Keime zu hemmen, vgl. 4.2.3), war im Vergleich zu geringen Impulszahlen (die kaum

Bakterien abtdten) nur eine geringe Zunehme der Fluoreszenz zu erkennen.

Fluoreszenz von S. aureus nach Behandlung mit
0,59 mJ/mm2und verschiedenen Impulszahlen
(p als Signifikanz zw . Versuch und Kontrolle)
- 120
T
N 100 T T T E
[a 80 I
£
N 60 —
(0]
N 40 —
4] 20 p=0,46 p=0,17 p=0,6 p=0,009
S -
>
2 ol [ 1 I ]
Impulszahl 2000 4000 8000 12000
O Kontrolle 14,56 13,31 15,71 15,01
B Versuch 13,72 14,45 16,59 18,49
0O 100 %Permeabilisiert 100 100 100 100

Abb. 19 Fluoreszenz von S. aureus nach Behandlung mit verschiedenen Impulszahlen bei 0,59 mJ/mm?2

Zur Wachstumskontrolle wurden Proben der zu farbenden Bakterien ausgeimpft und
das Wachstum wie beschrieben quantifiziert. Abb. 9 zeigt das Ergebnis (vgl. 4.2.3).
Trotz massiver Hemmung des bakteriellen Wachstums durch die ESW konnte nur bei
12.000 Impulsen eine geringe, jedoch statistisch signifikante, Zunahme der Fluores-
zenz im Sinne einer Schadigung der Zellwand beobachtet werden

4.4.2.1 Erstellen der Fluoreszenzgeraden

Betrachtet man noch einmal Abb. 16, erkennt man, dass die Fluoreszenz proportio-
nal zur Menge der permeabilisierten Bakterien an Intensitat zunimmt.

Dabei ist die Fluoreszenz der zu 100 % permeabilisierten Bakterien durch die Fluo-
reszenz der zu 0% permeabilisierten Bakterien charakterisiert (vgl. Abb. 15 und
Abb. 16). Aus diesen Werten lasst sich dann mit dem Wissen, dass die Fluoreszenz
in linearem Bezug zur Bakterien-Konzentration steht, eine Gerade und die dazugeho-
rige Geradengleichung erstellen. Das folgende Diagramm (Abb. 20) illustriert die Ge-
raden fur die durchgefuhrten Versuche aus 4.4.2.
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Fluoreszenz-Geraden fiir die unterschiedlich behandelten Suspensionen aus
S. aureus

250000

200000

150000 - —_—

100000

absolute Fluoreszenz

50000 -+

oOm
0,00 100,00
prozentualer Anteil an permeabilisierten Bakterien

Abb. 20 Fluoreszenzgeraden fiir die verschiedenen Versuche

Blau: 0,38 mJ/mm2, 4.000 Impulse ; Rot: 0,59 mJ/mm2, 4.000 Impulse ; Griin:: 0,96 mJ/mmg2, 4.000 Impulse,
Gelb: 0,59 mJ/mmz, 12.000 Impulse

4.5 Errechnen der permeabilisierten Anteile

Die folgenden beiden Tabellen (Tabelle 10 und Tabelle 11) zeigen fur jeden durchge-
fuhrten Versuch aus 4.4.2 die Fluoreszenz der Kontrollldsung (0 %), die der permea-
bilisierten Lésung (100 %) sowie die dazugehdorige Geradengleichung an (Fluores-
zenz eine Suspension in Abhéngigkeit des Anteils permeabilisierter Bakterien). In der
letzten Spalte ist der rechnerisch ermittelte Anteil permeabilisierter Bakterien in der

Versuchssuspension nach ESW dargestellt (Werte in %).

Tabelle 10 Errechneter Anteil an permeabilisierten Bakterien (4000 Impulse, versch. EFD)

Fluoreszenz perm. Anteil in der Ver-
Versuch 0% 100 % Geradengleichung suchslésung [%]
0,38 mJ/mm?2 25831,67 191603,43 | f(x)=1657,72x + 25831,67 1,14
0,59 mJ/mm?2 28771,67 204579,78 | f(x)=1758,08x + 28771,67 0,17
0,96 mJ/mm?2 16230,08 121084,59 | f(x)=1048,55x + 16230,08 5,43

Tabelle 11 Errechneter Anteil an permeabilisierten Bakterien (jeweils 0,59 mJ/mm?)

perm. Anteil in der Ver-

Versuch 0% 100 % Geradengleichung suchslésung [%]
2000 Impulse 24173  165965,56 | f(x)=1417,93x + 24173 -0,99
4000 Impulse 22094  165965,56 | f(x)=1438,71x + 22094 1,31
8000 Impulse 26075 165965,56 | f(x)=1398x + 26075 1,05

12000 Impulse 24911  165965,56 | f(x)=1410,55x + 24911 4,09
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4.6 Untersuchung des Effektes der extrakorporalen StoRwelle auf DNA

4.6.1 Effekt der StoRB3welle auf genomische dsDNA (humane DNA)

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen das gelelektrophoretische Muster von iso-
lierter genomischer dsDNA, die der ESW ausgesetzt war (Abb. 21 bei 0,38 mJ/mm?,
Abb. 22 bei 0,96 mJ/mm?2, je 4.000 Impulse).

Wahrend die unbehandelte Kontrolle als deutlich sichtbare Bande bestehen blieb,

zeigten die 3 Versuchsgruppen schon bei einer geringen EFD von 0,38 mJ/mm? ei-

nen Schmierfilm, der auf eine vollige Zerstorung der DNA schliel3en I&sst.

Hadkte humane &=l HA, 0,38 mJ/mrd, 4000 Impuke Madcte huma pe d=0 HA 026 md/mm?, 4000 Impuks e

Abb. 21 humane dsDNA bei 0,38 mJ/mm?2 Abb. 22 humane dsDNA bei 0,96 mJ/mm2;
K = unbehandelte Kontrolle, V1-V3 = ESW-behandelte Proben; M = 10 kB Marker

4.6.2 Effekt der StolRwelle auf genomische Bakterien-DNA
Die Abbildungen Abb. 24 und Abb. 23 zeigen das gelelektrophoretische Muster ge-
nomischen DNA des Bakteriums S. aureus, welche nach einer Sto3wellenbehand-
lung isoliert wurde. (Abb. 24 bei 0,38 mJ/mmz2, Abb. 23 bei 0,96 mJ/mm?2, je 4.000

Impulse). Die DNA zeigt in der Kontrolle und Probe eine scharf begrenzte Bande.

K1 K2 Vi1 V2 V3 V4 V5 M KiI K2 V1 V2 V3 V4 V5 M

Isolierte Bakterien-DNA, 0,38 mJ/mm?, 4000 Impulse Isolierte Bakterien-DNA, 0,96 mJ/mm?, 4000 Impulse

Abb. 24 bakterielle DNA bei 0,38 mJ/mm2 Abb. 23 bakterielle DNA bei 0,96 mJ/mm?2

K1 und K2 = unbehandelte Kontrollen V1- V5 ESW-behandelte Bakterien M = 10 kb Marker
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4.6.3 Fluoreszenz von dsDNA nach ESW-Behandlung

Das Fluoreszenzverhalten von nackter dsDNA, die zuerst mit der StoRwelle behan-

delt wurde (0,96 mJ/mm2, 4000 Impulse) und anschliel3end mit Sytox Green Nucleic

Acid Stain gefarbt wurde, zeigt Abb. 25. Man sieht, dass die Fluoreszenz der behan-
delten DNA um ca. 40 % abnahm.

120,00
100,00
80,00
60,00

40,00

Floureszenzin %

20,00

0,00

@ DNA vor ESW

Floureszenz behandelter DNA
(p=0,009)

HH

100,00

@ DNA vor ESW
m DNA nach ESW

W DNA nach ESW

57,74

Abb. 25 Fluoreszenz von behandelter (zerstdrter) und unbehandelter DNA (p= 0,009)
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4.7 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung sollte Aufschluss dartber geben,
ob die StoB3welle Verdnderungen an der Membran oder der strukturellen Integritat
der Bakterien hervorruft.

Dazu wurden Bakterien, die 4000 Impulsen bei 0,38 mJ/mm2 und 0,96 mJ/mm?2
ausgesetzt waren, mit Kontrollbakterien verglichen.

Im Rahmen der moglichen Auflésung waren keine morphologischen Verdnderungen
der Bakterienstruktur zu beobachten.

i
N / s

2/25/2005 WD | HV |Det Mag = 10.0pm
2:43:25 PM 9.6 mm 20.0 KV ETD 10000x E6-2000-001

2/25/2005 = WD HV Det Mag 2.0pm
2:48:05 PM 9.6 mm 20.0 kV ETD 50000x E6-2000-001

Abb. 27 AusschnittsvergréfRerung

4
2/25/2005 | WD HV  Det Mag 5.0um
2:36:45 PM 10.3 mm 20.0 kV ETD 20000x ESWT-KO1

Abb. 29 Kontrollbakterien

2/25/2005 | WD HV ' Det Mag 2.0um
2:40:25 PM 10.3 mm 20.0 kV ETD 50000x ESWT-KO1

Abb. 28 AusschnittsvergréfRerung
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5 Diskussion

5.1 Stand der Forschung und bisherige Ergebnisse

Bei knochennahen Infektionen oder infizierten Pseudarthrosen gilt die Therapie mit
extrakorporalen StoRwellen heute allgemein als kontraindiziert (Rompe 2002).

Gerat bei der Behandlung eines Steinleidens mit hochenergetischen StoRwellen die
Welle in lokal infizierte Bereiche, so wird die Komplikation von Bakteridmien disku-
tiert: Deliveliotis et al. und Pearle und Roehrborn haben bei der Behandlung von Nie-
rensteinleiden mit der StoRwelle Bakteriamien beobachtet. (Deliveliotis et al.1997,
Pearle und Roehrborn 1997).

Bei der hochenergetischen Stol3wellentherapie zur Behandlung infizierter Pseu-
darthrosen konnten zwar derartigen Nebenwirkungen noch nicht beobachtet werden
(Schaden 2000). Dennoch furchtet man auch hier eine Streuung der Bakterien, die

im schlimmsten Fall zu einer Sepsis fuhren kann.

Um den direkten Einfluss hochenergetischer Sto3wellen auf Bakterien zu untersu-
chen, wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Bakterienstamme, welche bei
Knochen- und Implantat-assoziierten Infektionen Klinisch relevant sind, hochenerge-
tischen StoRwellen ausgesetzt. Grundlage waren frihere Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen (von Eiff et al. 2000, Kerfoot et al. 1992). Zwar untersuchten beide
Arbeitsgruppen den Einfluss der ESW auf Bakterien bei relativ geringem Stoffwech-
sel (beide behandelten Bakteriensuspensionen mit NaCl als Tragerldsung, von Eiff
bei Raumtemperatur, Kerfoot bei 37 °C), jedoch waren sie zu grundlegend verschie-
denen Ergebnissen gelangt: Wéahrend von Eiff et al. eine Reduktion der KBE in einer
ESW-behandelten Suspension von tber 99 % nachweisen konnten, zeigte sich bei
Kerfoot et al. kein signifikanter Unterschied. Allerdings ist fur beide Arbeiten unge-
klart, wie hoch die applizierte Gesamtenergie und die EFD im Fokusbereich waren.
Beide Autoren geben als Stol3wellenparameter lediglich eine Elektrodenspannung
von 20 kV an. Dies erlaubt keinen Vergleich ihrer Daten untereinander oder mit der
vorliegenden Arbeit, da die Elektrodenspannung, die zur StoRwellenerzeugung ver-
wendet wird, gerateabhangig mit der EFD in Bezug steht.

Zudem waren Probenvolumina und Versuchsaufbau in beiden Arbeiten unterschied-
lich gewahlt, so dass ein direkter Vergleich der Ergebnisse beider Arbeitsgruppen nur

bedingt mdglich ist.
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Entsprechend der gultigen Norm kann bei den hier dargestellten Versuchen die EFD
mit einem Maximalwert von 0,96 mJ/mm? angegeben werden. Zwar werden im klini-
schen Einsatz bei diesen Energien Nebenwirkungen wie Weichteilschaden oder
Knochenfragmentation befiirchtet, es liegen dazu jedoch noch keine weiterreichen-
den klinischen Untersuchungen und Daten vor. Gerade bei der Behandlung von
Pseudarthrosen wurde lange Zeit der Einsatz moglichst hoher Energieflussdichten
gefordert, allerdings konnten Maier et al. im Tiermodell bei derart hohen EFD Kno-
chenfragmente in Lungengefal’en nachweisen (Maier et al. 2003). Deshalb stand die
antibakterielle Wirkung der ESW bei unterschiedlichen Energieflussdichten und Im-
pulsraten besonders im Blickfeld dieser Arbeit.

Um ein besseres Verstandnis der Wechselwirkung zwischen ESW und Bakterienzelle
zu erhalten, wurden auf3erdem die Wirkungen auf einzelne Bakterienzellen unter-
sucht. Damit sollte erforscht werden, ob es mdglich ist, die StoRwellentherapie in
niederenergetischen Dosierungen gezielt antibakteriell einzusetzen.

5.2 Versuchsaufbau

Kerfoot et al. untersuchten die Interaktion verschiedener Bakterienstamme mit Stol3-
wellen in Suspension in relativ starrwandigen GefaRen und konnten dabei keinerlei
bakteriziden Effekt nachweisen (Kerfoot et al. 1992). Auch bei im Vorfeld dieser Ar-
beit durchgefihrten Untersuchungen mittels starrwandiger Eppendorf-Cups bestatig-
te sich, dass es zu keiner darstellbaren Reduktion der Keimzahl kam. Die deutlichen
Unterschiede in den Ergebnissen der bisherigen In-Vitro-Untersuchungen zeigen,
dass die bakterizide Wirkung wesentlich vom Versuchsaufbau abhangt. Es erscheint
daher logisch, fur einen In-vitro-Versuch ein Probengefald zu wahlen, das die appli-
zierten Energien zu einem maoglichst geringen Teil reflektiert oder absorbiert, damit
auch nahezu 100 % der applizierten Energie bei der behandelten Probe wirksam
wird.

Fur die hier durchgefihrten Untersuchungen wurden, einer Empfehlung des Herstel-
lers des Stolwellengenerators (Fa. Dornier Medtech) folgend, Pasteurpipetten als
Versuchsgefal3e verwendet. Der Hersteller bedient sich fir Vermessungszwecke
schon seit mehreren Jahren solcher Gefal3e. Messungen, deren Ergebnisse die Fir-
ma Dornier Medtech freundlicherweise zuganglich gemacht hat, bestatigen, dass die
gewahlten Versuchsgefalie die geforderten Bedingungen erfillen. Auch von Eiff et al.
und Ueberle et al. haben sich bei ihren Untersuchungen dieser oder vergleichbarer

Probengefal3e bedient (von Eiff et al. 2000, Ueberle et al. 2002).
55



Als Versuchsmedium wurde zunéachst reine, physiologische NaCl-Losung gewabhilt.
Bakterien aus einer Ubernacht-Kultur wurden in NaCl gelést und dann darin mit der
ESW behandelt. NaCl wurde gewahlt, um die Vergleichbarkeit mit der durch von Eiff
et al. angefertigten Arbeit zu ermoglichen. AuRerdem ist nicht davon auszugehen,
dass sich Bakterien in NaCl wahrend der 33-minitigen Behandlungszeit tbermaliig
stark vermehren. Gerade die Wachstumshemmung der Bakterien war bei der Durch-
fuhrung der Versuche erwiinscht, da sonst die StoRwelleneffekte auf die Bakterien-
zahl durch Uberwucherung verdeckt werden kénnten. Erst die Verwendung von NaCl
ermoglichte die Beobachtung von antibakteriellen Effekten auf die Zelle, da aktiver
Stoffwechsel moglicherweise Reparaturvorgange in Gang setzt, die den grundsatz-
lich mdglichen bakteriziden Effekt der StoRwelle ebenso Gberdecken kdnnte. Weiter-
hin darf nicht vergessen werden, dass auch Bakterien in Infektherden bei ungenu-
gender Versorgung mit Nahrstoffen in eine statische Phase des Wachstums geraten,
in welcher der Stoffwechsel wie auch die Teilungsrate im Vergleich zu optimalen
Wachstumsbedingungen stark vermindert sind. Eine Verwendung von NacCl als Tra-
gersubstanz stellt daher fur die hier durchgefiihrten Versuche, bei denen nur der Ef-
fekt der StoRwelle auf die Keimzahl und die Zellintegritat untersucht werden sollte,
ein zwar deutlich vereinfachtes aber legitimes Modell dar.

Hingegen musste bei den Versuchen, die die Untersuchung synergistischer Effekte
zwischen Stol3welle und Antibiotika zum Gegenstand hatten, der Stoffwechsel der
Bakterien aufrechterhalten werden. Dies war notwendig, da das verwendete Genta-
micin aktiv unter Sauerstoffverbrauch in die Bakterienzelle gelangt und dort die Pro-
teinbiosynthese durch Anlagerung an die Ribosomen hemmt. Um die Stoffwechsel-
aktivitdt der Bakterien zu erhalten, wurde fiur diese Versuche CAMHB (Cation Ad-
justed Mdller-Hinton-Broth) verwendet, und die Temperatur im Wassertank des

StoRwellengenerators auf ca. 33-35 °C gehalten.

5.3 Effekte der StoRwelle

In der vorliegenden Arbeit konnte nunmehr reproduzierbar gezeigt werden, dass die
StoRwelle tatsachlich einen signifikanten antibakteriellen Effekt auf die Bakterien hat.
Dieser Effekt trat umso deutlicher zu Tage, je hoher die applizierte Impulszahl war.
Es konnte jedoch kein eindeutig linearer Bezug zwischen der applizierten Impulszahl
und der Reduktion der KBE festgestellt werden (Abb. 4 - Abb. 9).
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Géanzlich anders zeigt sich aber das Ergebnis, wenn die Bakterien wahrend der
ESW-Behandlung in der Lage zum aktiven Stoffwechsel waren: In den Versuchen,
die mit warmem CAMHB als Tragersubstanz durchgefihrt wurden, zeigte sich fur
niedere EFD eine Zunahme der KBE im Vergleich zur Kontrolle. Erst bei sehr hoher
EFD konnte ebenfalls eine (wenn auch geringere) Abnahme im Vergleich zur Kon-
trollgruppe beobachtet werden (Abb. 12).

Als zugrunde liegende Mechanismen der antibakteriellen Wirkung kdnnen verschie-

dene StoRwelleneffekte diskutiert werden.

5.3.1 Kavitationseffekte

In flussigen Medien (wie dem hier verwendeten NaCl, TSB, bzw. CAMHB) treten
wahrend des Einwirkens von StoB3wellen Kavitationsblasen auf (Kuttruff et al. 1988;
Colemann et al. 1987), und zwar umso mehr und umso schneller, je hdher die Appli-
kationsfrequenz ist. Dies findet seine Begriindung in der Tatsache, dass die Kavitati-
onsblasen eine gewisse Zeit zum vollstandigen Kollabieren benétigen. Wird diese
Zeit durch eine hohe Applikationsfrequenz unterschritten, so zerfallen die Blasen
nicht vollstandig, sondern beginnen zu oszillieren, und in rascher Folge ihre GroR3e
zu andern. Dadurch entstehen immer neue Blasen, wahrend die schon entstandenen
Blasen mitunter gar nicht mehr kollabieren kénnen. Der Effekt der Sto3welle wird da-
durch geschwacht, dass die Sto3welle zunehmend an den Blasenrandern gestreut
wird. Liegt nun eine Blase an einer Grenzflache auf, ist sie also nicht vollstandig
symmetrisch, so zerfallt sie auch asymmetrisch. Dabei zerféllt die Blase von der Sei-
te der Flussigkeitsgrenzflache her. Dabei entstehen Materialstréme (Jetstreams) mit
sehr hoher Geschwindigkeit. Diese Jetstreams konnten zusatzlich antibakteriell wir-
ken.

Es wurde zwar versucht, diesen sich Uberlagernden Kavitationseffekt durch luftfreien
Einschluss der Suspensionen und eine geringe Frequenz von 2 Hz moglichst klein zu
halten, ganzlich verhindern lasst er sich aber nicht. Fir einen Einfluss der Kavitation
auf die antibakterielle Wirkung der ESW spricht auch die Tatsache, dass antibakteri-
elle Effekte in Steinkonkrementen ohne Flissigkeit -und somit auch ohne Kavitation-
nicht beobachtet wurden (Stoller und Workman 1990). Allerdings stellt sich hier die
Frage, ob die StoRwelle Gberhaupt in der Lage ist, innerhalb eine Steines einge-
schlossene Bakterien zu zerstéren, da auch hier wieder grol3e Teile der Stol3wellen-

energie an der Grenzflache Stein-Bakterienzelle reflektiert werden, und zwar umso

57



mehr, je unterschiedlicher die Impedanz des harten Steines (hohe Impedanz) und die
der weichen Bakterienzelle (niedrige Impedanz) sind.

5.3.2 Thermische Effekte

Steine und Zellen erwarmen sich nur um wenige Grad Celsius (Lovasz et al. 1999).
Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen war jedoch zu beobachten, dass das
Wasser im Wassertank (und somit auch die Probenflissigkeit in den Pipetten) nach
mehreren Versuchsdurchlaufen (zu 4000 Impulsen oder 33 Minuten) auf bis zu 35°C
erwarmt wurde. Ein Wechsel des Wassers war deshalb bei Versuchen in NaCl-
Suspension regelmalig notwendig. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Er-
warmung grol3teils nicht stolBwellenbedingt induziert war, sondern durch die Abwar-
me des Stol3wellengenerators hervorgerufen wurde.

Da durch Erwarmung der Suspension und durch Auftreten von Kavitationsblasen die
physikalischen Eigenschaften der Flissigkeiten verandert werden, kann nicht ge-
wahrleistet werden, dass die im Fokus ankommende Energie zu Beginn und Ende
der Behandlung exakt gleich grol3 ist. Dies umso weniger, je langer die Behandlung
dauert. Es erscheint daher weniger wahrscheinlich, dass sich eine lineare Dosis-

Wirkung-Beziehung einstellt.

5.4 Bedeutung von Impulszahl, Energieflussdichte und Gesamtenergie

Interessant war auch die Beobachtung, dass niedere Energieflussdichten durch hohe
Impulszahlen kompensiert werden kdnnen. So konnte in dieser Arbeit gezeigt wer-
den, dass sich bei einer EFD von 0,59 mJ/mm?2 und 12000 Impulsen und einer EFD
von 0,96 mJ/mm?2 und 4000 Impulsen in beiden Fallen tber 99% der koloniebilden-
den Einheiten abtdten lassen. Dies ist umso bedeutsamer, als man versucht, bei der
Anwendung der ESW am Patienten auf hohe Energien zu verzichten, um das Risiko
von Nebenwirkungen im Gewebe mdglichst klein zu halten. Zudem erscheint es frag-
lich, welcher Anteil der applizierten Gesamtenergie tiefere Gewebeschichten oder
Pseudarthrosen Uberhaupt erreicht. Bei der Durchdringung des Weichteil-Gewebes
bis zur Pseudarthrose durchdringt die StoB3welle zahlreiche andere Gewebeschich-
ten. An jeder Grenzflache zwischen benachbarten Schichten geht aber ein Teil der
Schallenergie durch Reflexion verloren, da sich die Impedanzen der Gewebe (Fett,
Muskel, Sehne, Haut etc.) deutlich voneinander unterscheiden (Krause 1997).

Dennoch: Auch wenn ein groRer Teil der applizierten Energie auf dem Weg zum Be-

handlungsort verloren geht, zeigen die Versuchsergebnisse, dass man bei Verwen-
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dung hoher Energieflussdichten auch in der Tiefe des Gewebes durch kompensato-
risch erhdhte Impulszahlen eine antibakterielle Gesamtenergie applizieren kann, vor-
ausgesetzt, die Bakterien befinden sich nicht in einer proliferativen Wachstumspha-
se. Es hangt wesentlich von der Stoffwechsellage der Bakterien ab, ob die ankom-
mende Energie tatséachlich eine antibakterielle Wirkung entfalten kann, oder die Bak-

terien im Wachstum stimuliert.

5.5 Parallelen zwischen StofRwelle und hydrostatischem Hochdruck

Auch fur andere physikalische Verfahren wurde eine antibakterielle Wirkung doku-
mentiert. So ist die Inaktivierung von Bakterien mittels hydrostatischen Hochdrucks
(200 bis 600 MPa) in der Lebensmittelindustrie ein etabliertes Verfahren (Hoover et
al. 1989; Ludwig H. et al. 1994). Die dort beobachteten starken interindividuellen
Schwankungen zwischen einzelnen Bakterienstammen in der Sensibilitat um mehre-
re Logarithmusstufen konnten in der vorliegenden Arbeit fir extrakorporale StoRwel-
len jedoch nicht bestatigt werden. Dennoch zeigte auch in der vorliegenden Arbeit
der Referenzstamm E. faecium ATCC 6057 (wie von der Anwendung von hydrostati-
schem Hochdruck bekannt) eine hohe Widerstandskraft gegeniiber mechanischen
Einflissen. Bei maximaler Energieflussdichte von 0,96 mJ/mmz2 und 4000 Impulsen
bzw. bei 6000 Impulsen zeigte E. faecium nur eine Abnahme der vermehrungsfahi-
gen Keime in der behandelten Suspension von ca. 50 % bzw. 80 % (Abb. 6), wah-
rend bei S. aureus unter diesen Bedingungen nahezu sterile Verhaltnisse erzeugt
werden konnten (Abb. 4) Wesentlicher Unterschied zwischen StoRwelle und hydro-
statischem Hochdruck ist der schnelle Wechsel zwischen Druck- und Zuganteil wah-
rend einer StolR3wellenperiode. Dabei sind Bakterienzellen (da flexibel und kugelfor-
mig) gegenuber Druckbelastungen weitaus resistenter als gegentber Zugbelastun-
gen. Zudem wird bei der Applikation von hydrostatischem Hochdruck kein Unterdruck
im vgl. zum Umgebungsdruck erzeugt. Bei der Sto3welle ist dies jedoch eine wesent-
liche Eigenschaft (vgl. Abb. 1).

5.6 Bakteriostatische oder bakterizide Wirkung?

Zwar zeigte sich bei allen in dieser Arbeit untersuchten Bakterienstdmmen eine deut-
liche Reduktion der vermehrungsfahigen Bakterien, also der KBE. Unklar bleibt dabei
jedoch noch, ob es sich bei dieser Beobachtung tatsé&chlich um einen irreversiblen
bakteriziden Effekt handelt, oder ob sich letztendlich nur eine subletale Hemmung

der Bakterien mit temporarer Wachstums-Stase einstellt. Auch fir den hydrostati-
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schen Hochdruck wurden so genannte ,sublethal injuries®, also eine subletale Scha-
digung der Bakterien mit anschlieRender Erholung beobachtet (O"Reilly et al, 2000).
Als Erklarung fur die Wirkung der Sto3welle sind sowohl bakterizide als auch bakteri-
ostatische Effekte denkbar. Martini konnte in einer Studie zeigen, dass die ESW an
eukaryotischen Zellen die Synthese bestimmter Proteine (und damit die Genaktivitat)
inhibiert und bei anderen Proteinen aktiviert (Martini et al. 2003). Dieser Effekt konnte
von Yeung-Jen bestétigt werden (Yeung-Jen et al. 2000).

Moglicherweise lasst sich dieser Effekt auf Bakterien tbertragen. Allerdings konnten
Martini und Yeung-Jen in ihren Arbeiten auch zeigen, dass dieser Effekt der Genre-
gulierung reversibel ist.

Nach Anwendung der StoRRwelle wuchsen die Gberlebenden Bakterien innerhalb der
ersten 48 h relativ schnell zu sichtbaren Kolonien aus, wahrend sich bei Langzeitin-
kubation kaum zuséatzliche Kolonien bildeten: Wahrend einer Bebriitung von S. au-
reus Uber 5 Tage nach einer Behandlung mit 0,96 mJ/mmz2 und 4000 Impulsen (eine
Dosis, die ausreicht, mehr als 99 % der Keime am Wachstum zu hindern) waren be-
reits nach 36 h tber 99 % aller vermehrungsfahig gebliebenen KBE sowohl der Kon-
troll- als auch der Versuchsgruppe zu einer sichtbaren Kolonie ausgewachsen.
Einschlagige Literatur (NCCLS, 2000) gibt als Wachstumszeit flr S. aureus ca. 48 h
bei 37 °C an, bevor Kolonien auf einer Agar-Platte ausgezahlt werden sollen. Die
Tatsache, dass nach den ersten 36 h der insgesamt 5-tagigen Bebritungszeit prak-
tisch keine weitere Bakterienzelle der Versuchs- und Kontrollgruppe zu einer Kolonie
herangewachsen war, spricht fur einen bakteriziden Effekt der ESW gegenuber den

behandelten Bakterien.

5.7 Stimulierende Wirkungen der ESW?

Es mag ein Widerspruch sein, dass die ESW bei Bakterien, die (im Vergleich zu Bak-
terien in kaltem NaCl) in warmer Nahrlésung der ESW ausgesetzt war, eine Vermeh-
rung der KBE zumindest fur niedere EFD hervorrufen konnte. Die ESW zeigte unter
adaquaten Wachstumsbedingungen und niedriger EFD einen stimulierenden Effekt
auf die Staphylokokken-Proliferation (Vgl. Abb. 12). Dennoch konnte selbst unter op-
timalen Wachstumsbedingungen bei sehr hohen Energieflussdichten ein antibakteri-
eller Effekt beobachtet werden. Bei einer EFD von 0,96 mJ/mm? nahm die Zahl der
KBE in einer warmen Nahrldsung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ab, je-
doch waren die Reduktionsraten deutlich geringer als in kalter Kochsalzlésung
(Abb. 4 und Abb. 12).
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Im ersten Versuchs-Setting (NaCl) war es das Ziel, grundsatzliche physikalische Ef-
fekte der ESW auf die Bakterienzelle zu erforschen, ohne Beriicksichtigung von még-
lichen Reparatureffekten. Im zweiten Versuchs-Setting sollten direkt stoffwechselak-
tive Vorgange untersicht werden. Da auch bei Osteoblasten unter ESW eine Zunah-
me der Stoffwechselaktivitat und des Proliferationsverhalten beobachtet werden
konnte (Martini et al. 2003), mag es durchaus sein, dass Bakterien unter optimalen
Bedingungen ebenfalls zum Wachstum angeregt werden und tUber Reparaturmecha-
nismen eine héhere ESW-Toleranz zeigen. Ferner verfugt eine lebende, stoffwech-
selaktive Bakterienzelle tGber verschiedene Mechanismen, um freie Radikale im Zy-
toplasma abzufangen; so verfugt S. aureus beispielsweise Uber das Enzym Super-
oxid-Dismutase (Karavolas et al. 2003) und spezielle Stoffwechselwege, um oxidati-
vem Stress zu begegnen (Horsburgh et al. beide 2001).

5.8 Rasterelektronenmikroskopische Erkenntnisse?

Uberraschend in diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse der rasterelektronen-
mikroskopischen und der fluoreszenzchemischen Untersuchungen zur Zellmembran-
integritat. Selbst unter einer 100.000-fachen VergrofRerung konnte keine sichtbare
Beschadigung der Bakterien festgestellt werden. Hingegen zeigten Bakterien, die mit
hydrostatischem Hochdruck behandelt worden waren, deutliche Verdnderungen in
ihrer Mikrostruktur. Ihr Aussehen gleicht dem eines U-Bootes, das von hohem Was-
serdruck zerdrickt wurde (Weber 2006). Einschrankend muss hier allerdings erwahnt
werden, dass fragmentierte Bakterien mdglicherweise nicht auf dem verwendeten
Filterpapier anhaften und somit im REM nicht zur Darstellung kommen.

Bei S. aureus konnte jedoch bei einer Behandlung mit 4000 Impulsen weder bei
Verwendung einer EFD von 0,38 mJ/mm? noch bei 0,96 mJ/mm?2 eine Beschadigung
der Zellen beobachtet werden. Dabei ist naturlich festzuhalten, dass bei hydrostati-
schem Druck ein Vielfaches des Druckes wirkt, der bei der StoRwelle als Spitzen-
druck gemessen werden kann. Zudem wirkt der Spitzendruck bei der StoRwelle nur
aul3erordentlich kurz, allerdings mit schneller Druckaufbau- und Abbauzeit.

Offenbar entfaltet sich die Wirkung der Stol3welle nicht in einer Zerstérung der Mor-
phologie der Bakterienzelle. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-Untersuchung bestati-

gen diese Vermutung.
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5.9 Membranschadigungen durch ESW?

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die StoRwelle bei eukaryoti-
schen Zellen eine Erh6hung der Permeabilitat der Zellmembran hervorruft (Steinbach
et al. 1992; Delius und Adams 1999; Gambihler et al. 1992 und 1994). Diesen Effekt
macht man sich zum Beispiel fir einen gezielten Molekiltransfer zu Nutze (Kodama
et al. 2002). Kodama zeigte, dass sich Farbstoffmolekile mittels ESW in intakte eu-
karyotische Zellen transfizieren lassen.

Aber auch hier gilt, dass diese Erkenntnisse nicht auf Bakterienzellen Ubertragen
werden ddrfen. Im Aufbau ihrer strukturgebenden Bestandteile unterscheiden sich
eukaryotische und prokaryotische Zellen grundlegend voneinander. Sowohl gram-
negative, als auch gram-positive Bakterienzellen verfigen Uber eine stabile Murein-
schicht aus Proteoglykanen. Sie fehlt bei eukaryotischen Zellen. Ein wesentlicher Un-
terschied besteht ferner darin, dass die Lipid-Doppelmembran eukaryotischer Zellen
hauptsachlich durch van-der-Waals-Krafte zusammengehalten wird, wohingegen die

Stabilitat der Mureinschicht auf kovalenten Bindungen beruht.

Bei dem hier beschriebenen Versuch, wurden die Bakterienzellen nach der Sto3wel-
lenbehandlung mit Sytox Green Nucleic Acid Stain gefarbt. Dabei handelt es sich um
einen Farbstoff, der sich sehr spezifisch an Nukleinsduren bindet und dabei sein Flu-
oreszenzverhalten andert. Ungebunden fluoresziert er (nach Anregung durch Licht
einer Wellenlange von 485 nm) im Bereich von 485 nm, wahrend an DNA gebunde-

ner Farbstoff im Bereich von 535 nm fluoresziert.

Der Sytox Green Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass er die Zellwand und
Zellmembran von lebenden Bakterien nicht durchdringen kann. Ferner fluoresziert
der Farbstoff nur geringfiigig, wenn er sich an intakte Zellwande bindet.

Bei der Farbung und anschlieRenden Untersuchung der Fluoreszenz dienten die Ar-
beiten von Roth et al und Lebaron et al als Grundlage (Lebaron et al. 1998). Roth et
al. konnten zeigen, dass dieser Farbstoff ein geeignetes Mittel ist, um permeabilisier-
te Bakterien in einer Population mit intakten Bakterien zu markieren (Roth et al.
1997). Ferner konnte in der Studie gezeigt werden, dass sich Bakterien, die ther-
misch, mit Alkohol oder mit einem zellwand-zerstérenden Antibiotikum behandelt wa-
ren, im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe deutlich in ihrem Fluores-

zenzverhalten unterscheiden, nachdem sie mit Sytox Green angefarbt wurden.
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Sytox Green hat aber einen wesentlichen Nachteil: Da er ein Uberaus empfindlicher
Farbstoff ist, der sich schon bei Einwirkung von normalem Tageslicht zu zersetzen
beginnt, musste Uberpriuft werden, ob er sich durch den Einfluss der StoRwelle ver-
andert. Dabei war festzustellen, dass Sytox Green schon bei der niedrigsten in dieser
Arbeit verwendeten Energieflussdichte (0,38 mJ/mm?) seine Eigenschaften verliert
und zerstort wird. Deshalb ist er nicht geeignet, um reversible Permeabilitdtsande-
rungen wahrend der StoRwellen-Applikation nachzuweisen. Bei allen Versuchen
wurde daher zunédchst eine Bakterien-Suspension mit ESW behandelt und anschlie-
Rend mit Sytox Green gefarbt. Dadurch konnte zumindest erkannt werden, ob eine
irreversible Permeabilisierung (vergleichbar einer Permeabilisierung durch Alkohol,

Antibiotika etc.) auftrat.

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass eine Suspension von Bakterien-
zellen selbst nach Applikation von 0,96 mJ/mm?2 und 4000 Impulsen, also einer Do-
sierung, die ausreicht, um mehr als 95 % der KBE am Wachstum zu hindern (Abb.
18), eine Fluoreszenz aufwies, die nur wenige Prozent Uber derjenigen der unbehan-
delten Kontrollgruppe lag (Abb. 17.und Abb. 19). Auch bei Applikation von 12.000
Impulsen bei 0,59 mJ/mm?2 zeigte die Versuchssuspension eine Fluoreszenz, die nur
wenig Uber der der unbehandelten Kontrollgruppe lag. Zwar ist der Unterschied in
der Fluoreszenz statistisch signifikant, allerdings werden die Bakterien offensichtlich
nicht nur durch Anderung der Permeabilitat geschadigt: Vergleicht man die Fluores-
zenz mit dem tatsachlichen Uberleben der Keime, also mit der Anzahl der vermeh-
rungsfahigen KBE in der behandelten Bakteriensuspension, so sieht man, dass bei
0,96 mJ/mm2 nur zwischen 1,2% und 4,8 % der Keime vermehrungsfahig geblieben
sind. Dies wirde bedeuten, dass Uber 95 % der Keime permeabilisiert sein missten.
Der berechnete Anteil an permeabilisierten Bakterien lag jedoch je nach Versuch und
EFD nur zwischen 1,14 % (fur 0,38 mJ/mm?2, 4000 Impulse) und 5,4 % (fur 0,98
mJ/mm?2, 4000 Impulse), wie die Tabelle 10 und Tabelle 11 zeigen.

Es erscheint in diesem Zusammenhang auch wenig wahrscheinlich, dass die niede-
ren Fluoreszenz-Werte dadurch zustande kamen, dass die Bakterien vollstandig zer-
stort wurden und die DNA freigelegt und ebenfalls zerstért wurde. Wie die Untersu-
chung von nackter, stoBwellenbehandelter DNA zeigt (Abb. 21 und Abb. 22), wird die
DNA zwar zerstort und in kleine Bruchstiicke zerlegt, dennoch zeigt sie noch eine

Fluoreszenz, die etwa 60% derjenigen von intakter DNA entspricht. Da die DNA von
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Bakterien ungleich langer und stabiler verpackt ist, und dadurch der ESW gegentiber
weniger anfallig sein durfte als die untersuchte kurze dsDNA, wirde bei vollstandiger
Destruktion der Bakterien eine Fluoreszenz zu erwarten sein, die weit Uber den ge-
fundenen Werten liegen misste (Abb. 25).

Eine dauerhafte Zerstorung der Zellintegritat oder Erhéhung der Zellpermeabilitat, die
das deutliche Abnehmen der Vermehrungsfahigkeit erklaren wirde, wird bei hoher
EFD oder bei niedriger EFD und kompensatorisch erhdhter Impulszahl offenbar zu
einem geringen Mal3e erreicht. Dieser Effekt scheint allerdings nur eine untergeord-
nete Rolle zu spielen und betrifft nur wenige Bakterien der Suspension.

Dies wird auch durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen bestéatigt, die
keine Zerstorung der Bakterienzellen erkennen lassen. Daraus muss gefolgert wer-
den, dass es sich bei der antibakteriellen Wirkung der ESW neben einem geringen,
die Permeabilitdt andernden Effekt auch um einen wesentlich ausgeprégteren, bis-
lang noch nicht nachgewiesenen Effekt handelt.

5.10 Einfluss der ESW auf die DNA

Nachdem Effekte auf die Zellmembranintegritat weitgehend ausgeschlossen werden
konnten, sollten Einflisse auf die DNA behandelter Bakterien untersucht werden.
Auch andere Autoren untersuchten den Effekt der extrakorporalen Sto3welle auf in-
trazellulare DNA eukaryotischer Zellen. Dabei wurde festgestellt, dass DNA in wass-
riger LOsung bei Spitzendriicken zwischen 16 und 30 MPa und negativen Spitzen-
driicken von bis zu 9 MPa deutliche Schaden aufwies (Kochaniski et al., 2001).
Dagegen zeigte DNA, die aus Lymphozyten extrahiert wurde, welche die Behand-
lung mit extrakorporalen Stofl3wellen in vitro Uberlebt hatten, keine Beschadigung,
wohingegen die DNA, die aus toten Zellen gewonnen wurde, sichtbar zerstort war
(Bird et al.1995).

Zunachst wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Sto3welle auf nackte, humane, ge-
nomische dsDNA untersucht. Dabei wurden DNA-Fragmente mit einer Lange von
4300-6000 bp verwandt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die DNA unspezi-
fisch zerstort wird. Es konnten in der anschlie3enden Gel-Elektrophorese keine ein-
zelnen Banden mehr unterschieden werden (Abb. 21 und Abb. 22). Es zeigte sich ein
Schmierfilm, der belegt, dass die DNA in viele verschieden grol3e Bruchstlcke zer-

legt worden war.
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Um nun zu untersuchen, ob auch die DNA von Bakterien intrazellular sichtbar durch
StoRwellen geschéadigt wird, wurden Suspensionen von S. aureus mit jeweils 4000
Impulsen bei unterschiedlichen Energieflussdichten (0,38 mJ/mm2 und 0,96 mJ/mm?2)
behandelt. War von der niedrigen Energieflussdichte bekannt, dass sie keinen signi-
fikanten Einfluss auf das Bakterienwachstum hat, so ist dieser Einfluss bei der hohen
Energieflussdichte, wie beschrieben, sehr deutlich. Dennoch war bei der Isolierung
der DNA und einer anschlielenden Analyse mittels Gel-Elektrophorese kein Unter-
schied zwischen behandelter DNA und Kontrolle auszumachen (Abb. 23 und Abb.
24). Das Genom von S. aureus ist ca. 2,8 Mbp lang. Es liegt aufgewickelt als einzel-
nes Chromosom vor und wird zudem von Histonen geschutzt. Es stellt also eine
recht kompakte Einheit dar.

Wenn man sich vor Augen hélt, dass die Stol3welle Effekte wie Kavitation, Bildung
freier Radikale etc. hervorruft, so mussen diese Effekte auf beide Arten DNA (geno-
misch, intrazellular oder nackt in vitro) gleichermal3en wirken. Dabei ist jedoch fest-
zuhalten, dass diese Effekte, anders als z.B. DNA-Scheren, sehr unspezifisch wirken
werden, ahnlich der unspezifischen Wirkung, die UV-Licht und andere mutagene
Substanzen auf die DNA haben. Auch wenn die DNA des Bakteriums aufgewickelt
und in kompakter Form vorliegt, so ist sie doch den Radikalen und Kavitationskraften
wegen des Fehlens einer Kernmembran frei zuganglich, vergleichbar einer Schnur,
die man mit einer Schere zerschneiden kann, auch wenn sie auf einer Rolle aufgewi-

ckelt ist.

Die gegensatzlichen Ergebnisse bei der Behandlung der verschiedenen DNA-Proben
maogen ihre Begrindung darin finden, dass die bakterielle DNA zum einen durch die
Zellwand und -membran vor den Einflissen der ESW geschutzt ist. Zum anderen
konnen selbst Bakterienzellen eine gewisse Reparatur ihrer DNA durchfihren. Fer-
ner verfligt eine lebende Bakterienzelle (wie schon erwahnt) Gber verschiedene Me-
chanismen, um Schadigenden Momenten und aggressiven Stoffwechselprodukten

begegnen zu kdnnen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die StoRwelle auf verschiedene Bakterien-
stamme wachstumshemmend wirkt. Zumindest werden die Bakterien auf mindestens
5 Tage hinaus (entspricht ca. 200-250 Generationszeiten) an der Vermehrung gehin-

dert. Das Ausmal} dieses Effektes ist jedoch vom Bakterienstamm abhangig. Aller-
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dings gilt diese Aussage nur fur Bakterien, die wahrend der StoRRwellenapplikation
nur einen reduzierten oder sogar keinen Stoffwechsel durchfuhren kénnen, und da-
durch nattrlich mégliche zellulare Reparaturmechanismen ausgeschaltet sind.
Welcher Mechanismus der Stol3welle hinter diesem Effekt steht, konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden. Die Permeabilitat der Bakterien-
zellmembran zeigte sich nach Stol3wellenbehandlung nicht wesentlich veréandert.
Auch war kein sichtbarer Effekt im Sinne einer ungerichteten Zerstérung der DNA zu
erkennen. Ebenso wenig zeigten rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen
sichtbare Beschadigungen der Bakterienzellen.

Der Effekt der Stol3welle liegt somit moglicherweise auf molekularer Ebene in der
Veréanderung der Zellwand oder der Membran, in der Veranderung von Membranpro-
teinen oder in der Stérung von Stoffwechselvorgangen innerhalb der Zelle. Welcher
Mechanismus letztlich fiir das verminderte Wachstum verantwortlich ist, sein Effekt

ist allem Anschein nach irreversibel und somit bakterizid.

5.11 Einfluss von ESW und Gentamicin auf Bakterien

Bisher gibt es nur wenige Studien, die einen synergistischen Effekt zwischen der
StoRwelle und Medikamenten untersuchten. Auch hier beschrankt sich die Datenlage
auf eukaryotische Zellen. Kato et al. konnten zeigen, dass bei In-vitro-Versuchen die
Kombination von extrakorporalen StoRwellen und Bleomycin eine deutlich gesteiger-
te zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen aufweist (Kato et al. 2000). Dieselbe Ar-
beitsgruppe konnte diesen Effekt auch in vivo nachweisen. Insgesamt gibt es ca. ein
Dutzend Studien, die synergistische Effekte von Chemotherapeutika und Tumorzel-
len untersuchten. Fir Bakterien und Antibiotika liegen diesbeziglich bislang keine

Untersuchungen vor.

511.1 Einfluss der ESW auf Gentamicin

Zunachst musste der Einfluss der Stof3welle auf das in dieser Arbeit verwendete
Gentamicin untersucht werden. Da festgestellt werden konnte, dass die Sto3welle in
der Lage ist, Molekile verschiedener Grol3e zu zerstéren (Sytox Green, DNA) und
zudem allem Anschein nach unter dem Einfluss der StoRwelle freie Radikale auftre-
ten (Suhr et al. 1991), musste die Stabilitdt des untersuchten Gentamicins gegenuber
hochenergetischen StoRwellen nachgewiesen werden.

Um dies zu klaren, wurde Gentamicin in NaCl-Losung 4000 Impulsen bei einer EFD

von 0,96 mJ/mmz2 sowie einer EFD von 0,38 mJ/mm?2 ausgesetzt. Anschliel3end wur-
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de durch Ermittlung der MHK die biologische Wirksamkeit geprift. Au3erdem wurde
das Molekul durch Infrarotspektroskopie direkt analysiert.

Es konnte festgestellt werden, dass sich die MHK des behandelten Gentamicins ge-
genuber derjenigen von unbehandeltem Gentamicin nicht &ndert. Bei allen geteste-
ten Proben lag die MHK in dem von der NCCLS als Referenzwert angegebenen Be-
reich (vgl. Tabelle 7). Dies kann als Indiz dafir aufgefasst werden, dass die Wirk-

samkeit des Molekiils nach Behandlung mit der ESW erhalten bleibt.

Letztendlich kann aber nur eine Analyse auf molekularer Ebene Gewissheit dartber
bringen, ob das Molekul verandert wurde oder nicht. Hierzu wurde behandeltes und
unbehandeltes Gentamicin mittels Infrarotspektroskopie verglichen. Hintergrund die-
ser Untersuchung ist die Analyse des Absorptionsverhaltens des Molekils gegen-
Uber infrarotem Licht verschiedener Wellenlangen, was v. a. auf die Zusammenset-
zung und Anordnung der kovalenten Bindungen beruht.

Betrachtet man das Diagramm der Infrarotspektroskopie (Abb. 10), so fallt auf, dass
zwar das grundsatzliche Muster der Absorption in allen Proben und Kontrollen iden-
tisch ist, die Kurven aber parallel zur x-Achse verschoben sind. Dies zeigt, dass of-
fenbar die Konzentration des untersuchten Gentamicins unterschiedlich hoch war.
Dieser Sachverhalt findet seine Erklarung darin, dass das in NaCl geléste Gentami-
cin zunachst kristallisiert (eingetrocknet) und anschliel3end untersucht wurde. Inner-
halb der untersuchten Kristalle ist nur schwerlich von homogenen Gentamicin-
Verteilungen auszugehen.

Wirde das Molekil hingegen verandert werden (bspw. durch Oxidationsvorgéange),
oder wirde das Molekil zerstort und dadurch Bruchstiicke auftreten, trate eine im
Vergleich zum Kontroll-Gentamicin veranderte Absorptionslinie auf.

Der quantitative Unterschied in den untersuchten Proben ist also erklarbar, einen
qualitativen Unterschied fand man aber nicht (z.B. durch Vorhandensein verschiede-
ner Linien-Muster). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass das Gentamicin durch

die StoRwelle nicht verandert wurde.
Gentamicin ist ein intrazellular wirkendes, bakterizides Antibiotikum. Es blockiert die

Ribosomen und damit die Proteinsynthese. Dabei wirkt Gentamicin konzentrations-

abhangig. Ein synergistischer Effekt ware erklarbar, indem die StoRwelle die Perme-
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abilitat der Bakterien erhoht und Gentamicin dadurch vermehrt in die Zelle einstro-
men koénnte.

Zumindest fur die Zeit nach der Behandlung konnte am Beispiel von Sytox Green ei-
ne wesentliche Permeabilitatserhbhung ausgeschlossen werden. Fraglich war jedoch
noch, ob eine temporare Permeabilitdtserh6hung wéahrend der StoRwellenapplikation
auftritt oder ob Gentamicin durch ESW Uber andere permeabilisierte Kanéle als Sy-
tox Green in die Bakterien transportiert werden kann. Ein synergistischer Effekt durch
zusatzliche intrazellulare Gentamicin-Prasentation ware also in einer gesteigerten
Abtotung der untersuchten Bakterien zu erkennen.

Gentamicin wird zudem von den Bakterien in einem Sauerstoff verbrauchenden Pro-
zess in die Zelle befordert. Werden solche Prozesse wahrend der StoRRwellenbe-
handlung unterbunden (ohne dass die Zelle zu Grunde geht), so kdnnte sich die An-
wendung der Stofl3welle unter antibiotischer Abdeckung mdglicherweise sogar als
nachteilig erweisen, was ebenso von wesentlicher klinischer Relevanz ist.

Die bisher beschriebenen Versuche galten Bakterien, die sich wahrend der StoRwel-
lenbehandlung in physiologischer NaCl-Losung befanden, um sie wahrend des Be-
schusses am Wachstum zu hindern. Bei der Anwendung von Gentamicin ist jedoch
ein aktiver Stoffwechsel der Bakterien notwendig und daher wahrend des Versuches
erwinscht.

Zudem musste ermittelt werden, wie hoch die Absterberate der Bakterien durch allei-
nige Gentamicin-Applikation wahrend der 33-minitigen Dauer einer Stol3wellenbe-
handlung lag. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von Gentamicin in
CAMHB bei 35 °C mit einer bekannten Menge Bakterien versetzt. Nach 33 Minuten
wurde dann ein Teil der Suspensionen ausgeimpft und die KBE in bekannter Weise

guantifiziert.

Ferner musste bekannt sein, wie hoch die Absterberate unter diesen Versuchsbedin-
gungen liegt. Uberraschenderweise zeigte sich bei der gewahlten EFD (0,59
mJ/mm?) und den herrschenden Bedingungen (Nahrmedium, 35 °C), dass die ESW-
Applikation nicht zu einer Verminderung der Bakterienzahl, sondern sogar zu einer
Vermehrung der KBE in Suspension fiuihrte. Hingegen wurde die Wachstumszunah-
me bei geringer EFD durch die gleichzeitige Gabe von Antibiotika gehemmt. Die KBE
nahmen um den gleichen Faktor ab, wie die KBE in einer Suspension, die zwar der
Antibiose, nicht aber der ESW ausgesetzt war (Abb. 13).
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Daraus kann geschlossen werden, dass die ESW keinen Einfluss auf die Wirksam-
keit der Antibiose hat!

Wie lasst sich nun das in vitro gefundene Ergebnis auf eine in-vivo-Situation Ubertra-
gen? Zunachst ist festzustellen, dass sich der Stoffwechsel der Bakterien in einem
chronischen Infektherd (z.B. einer infizierten Pseudarthrose, eine Osteomyelitis 0. &.)
in einer statischen oder annéhernd statischen Phase befindet. Nahrstoffmangel, ge-
genseitige Behinderung, saures Eitermilieu etc. hemmen Wachstum und Vermeh-
rung der Keime. Diesem Umstand kommt die im In-vitro-Modell gewéhlte Tragersub-
stanz NaCl eher nahe. Frische Infekte finden hingegen optimale Nahrbedingungen,
wie sie im zweiten Teil der Arbeit simuliert wurden. Die Infektsituation wird sich also
vom Standpunkt des Stoffwechsels aus betrachtet irgendwo zwischen den beiden
extremen In-vitro-Modellen befinden.

Welchen Einfluss die Stol3welle dann auf die Bakterien und ihr Wachstumsverhalten
haben wird, ist schwerlich vorherzusagen. Ein hochgradiger bakterizider Effekt ist je-
doch nicht unbedingt zu erwarten.

Physikalische Effekte wie Kavitation und direkte Destruktion (die in geringem Malie
an Hand einer gering erhdohten Permeabilitat unter bestimmten Bedingungen beo-
bachtet werden konnte), werden auf die Bakterienzelle unabhangig von ihrem Stoff-
wechselstatus Einfluss haben.

Die Tatsache jedoch, dass Bakterien bei optimalen Bedingungen keine so grol3e
Empfindlichkeit gegentber der ESW aufweisen, legt die Vermutung nahe, dass die
StoRwelle antibakterielle Effekte hervorrufen kann, denen die Bakterienzelle direkt
begegnen kann. Zum Beispiel kdnnen Radikale oder andere durch die StoRwelle er-
zeugten Stoffwechsel-Metabolite bei guter Stoffwechsellage von der Bakterienzelle

abgebaut werden, und dadurch ihrer zerstérerischen Wirkung beraubt werden.

Aus den vorliegenden Resultaten kann abgeleitet werden, dass eine ESW-Therapie
bei einem hochaktiven Infekt eher zuriickhaltend eingesetzt werden soll. Hier sollte
dann ggf. eine sehr hohe EFD gewahlt werden.

Eine Abdeckung des Patienten mit Antibiotika ist méglich und sinnvoll. Insbesondere
im Infektgebiet wurde zumindest fir das knochen- und weichteilgdngige Gentamicin
nachgewiesen, dass es nach wie vor einen bakteriziden Effekt hat und durch die
ESW nicht negativ beeinflusst wird. Auch die Bakterien verlieren weder wéhrend,

noch nach der Behandlung ihre Empfindlichkeit gegeniiber Gentamicin (Tabelle 8).
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AulRRerdem wurden als Folge der Stof3wellenbehandlung an sklerosiertem Knochen
Mikrofrakturen, Knochenumbauten und damit verbunden Neovaskularisationen be-
schrieben (Wang et al. 2002 und 2003). Einerseits kann dies den Bakterien als Aus-
trittspforte dienen, um im schlimmsten Fall eine Bakteriamie mit septischer Streuung
hervorzurufen. Beschrieben wurde dies im Zusammenhang mit der ESW-Anwendung
bei orthopadischen Indikationen bislang nicht, wenngleich vereinzelte Fallberichte
aus der Urologie existieren, die Uber eine septische Streuung und sogar eine Abs-
zessbildung intracranial nach ESW-Zertrimmerung eines Nierensteines berichten
(Zannoud et al. 2003). Andererseits dienen Neovaskularisationen nach Aufbrechen
des Sklerosesaumes aber auch dem Immunsystem als neuer Angriffsweg und bieten
dem Antibiotikum eine Eintrittspforte in den Infektherd.

Aus diesem Grund ist wohl eine Behandlung eines akuten oder chronischen infizier-
ten Herdes mit der ESW unter bestimmten Voraussetzungen zwar risikoreich, aber
dennoch denkbar. Auf Grund der vorliegenden Datenlage wird die direkte Behand-
lung der Infektsituation aber nicht zum kinftigen Indikationsspektrum gehdren. Viel-
mehr kdnnte bspw. eine infizierte Pseudarthrose trotz der Infektsituation der ESW-
Therapie zugefuhrt werden.

Hier kdnnen nur weitere Versuche in vivo helfen, um klare Aussagen zur Behandlung
von Infektionen mit der ESW treffen zu konnen. Die Daten der In-vitro-Versuche er-
mutigen zu solchen Versuchen. Wichtig erschient insbesondere noch die Uberpri-
fung, ob lokale, ruhende Infektsituationen durch niedrigere Stol3wellenenergien, wel-
che auch das Bakterienwachstum anregen, aktiviert werden.

Ferner sollten weitere Untersuchungen angestellt werden, um die Genaktivitat von
Bakterien genau zu messen. Insbesondere die Beeinflussung von Resistenzgenen
muss Gegenstand von genauen Untersuchungen werden.

Da sich in dieser Untersuchung abzeichnet, dass die Effekte der StoRwelle auf Bak-
terienzellen streng intrazellular ablaufen, und es dabei deutliche Unterschiede zwi-
schen Bakterien in stoffwechselaktiver und Bakterien in ruhender Phase gibt, muss
nun geprift werden, wie sich verschiedene Suspensionen von Bakterien unter opti-
malen Wachstumsbedingungen verhalten, wenn sie verschiedenen EFD ausgesetzt

wurden.
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6 Zusammenfassung

Studienziel: Die Anwendung der Extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT) um-
fasst in der Orthopadie ein breites Indikationsspektrum. Infektionen im Applikations-
gebiet gelten jedoch bisher als Kontraindikation. Die vorliegende Arbeit befasst sich
mit den grundlegenden Effekten der ESW auf Bakterien und deren Interaktion mit
Antibiotika. Zudem sollte die Wirkungsweise der ESW an Hand von Untersuchungen
zur Permeabilitdt der Bakterien sowie Effekte auf die bakterielle DNA untersucht

werden.

Methode: Standardisierte Suspensionen verschiedener humanpathogener Erreger
wurden mit jeweils 1000-12000 Impulsen hochenergetischer StoR3wellen mit einer
mittleren Energieflussdichte von 0,38 mJ/mm?2 bis 0,96 mJ/mm?2 bei 2 Hz behandelt.
Der Einfluss von Impulszahl und EFD wurde in systematischen Versuchsreihen
(1000-12.000 Impulse, EFD 0,38-0,96 mJ/mm?) an S. aureus und P. aeruginosa un-
tersucht. Der Effekt auf weitere Keime (MRSA, E. faecium, S. epidermis) wurde in
Einzelversuchen dokumentiert.

Der Einfluss der ESWT auf die Wirksamkeit von Antibiotika wurde am Beispiel von
Gentamicin untersucht, dessen Stabilitat unter ESWT infrarotspektrometrisch nach-
gewiesen wurde. S. aureus in Nahrbouillon (CAMHB) wurde mit 4000 Impulsen bei
0,59 mJ/mm?2 behandelt und die MHK gegentiber Gentamicin mit der MHK einer un-
behandelten Kontrollgruppe verglichen. Zur Untersuchung synergistischer Effekte
zwischen Antibiotika und ESWT wurden Bakterien in einer Losung aus CAMHB und
unterschiedlich hohen Gentamicin-Konzentrationen (0,25 - 4 ug/ml) behandelt (4000
Impulse, 0,59 mJ/mm?). Die vitalen Bakterien wurden quantifiziert und mit Kontroll-
gruppen, die nur ESWT bzw. nur Gentamicin ausgesetzt waren, verglichen.

Der Einfluss der StoRwelle auf die Permeabilitat von Bakterien wurde untersucht, in
dem S. aureus mit verschieden hohen Impulszahlen und verschiedenen Energie-
flussdichten behandelt wurde. Nach Behandlung wurden die Bakterien mit Sytox
Green Nucleic Acid Stain gefarbt, einem Farbstoff, der nur an die DNA toter, per-
meabilisierter Zellen binden kann und dabei sein Fluoreszenzspektrum und die Fluo-
reszenzintensitat andert. Der Anteil vermehrungsfahiger Zellen in der behandelten
Suspension wurde durch Ermittlung der koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmit.
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Der Anteil der permeabilisierten Bakterien konnte fluorometrisch gemessen und mit
dem Anteil lebender, auskeimender Bakterien verglichen werden.
Die Quantifizierung der Bakterienkolonien erfolgte nach den Richtlinien der NCCLS,

die statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-Test.

Ergebnis: Es zeigte sich ein signifikante bakterizide Wirkung (P < 0,01) der ESWT
nach Applikation einer hohen EFD (> 0,59 mJ/mmz2, 4000 Impulse) sowie hoher Im-
pulszahlen bei niederer EFD (bis 12.000 Impulse, < 0,59 mJ/mm?2). Dabei konnte die
Keimzahl um bis zu 99,9 % reduziert werden. Es zeigte sich, dass die Reduktion we-
sentlich von den Umgebungsbedingungen der Bakterien und ihrer Stoffwechsellage
abhangt. Bei Applikation niedriger EFD (< 0,59 mJ/mm?) unter optimierten Wachs-
tumsbedingungen zeigten die applizierten Sto3wellen sogar eine stimulierende Wir-
kung auf S. aureus.

Trotz der bakteriziden Wirkung der ESWT konnten weder eine Anderung der Bakte-
rienzellpermeabilitat noch eine Beschadigung der DNA nachgewiesen werden. Sy-
nergistische Effekte zwischen Gentamicin und ESWT waren nicht erkennbar, jedoch
kam es auch nicht zum Wirkungsverlust des Gentamicins bei gleichzeitiger Applikati-
on der ESWT (P > 0,05).

Schlussfolgerung: Die ESWT hat nach Uberschreitung einer Schwellenenergie eine
signifikante bakterizide Wirkung auf Bakterienzellen. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dass die applizierte Gesamtenergie fir die bakterizide Wirkung verantwort-
lich ist und weniger Einzelparameter wie EFD und Impulszahl. Ein synergistischer
Effekt gleichzeitig applizierter Antibiotika konnte nicht nachgewiesen werden. Die an-
tibakterielle Wirkung von Gentamicin wurde durch die parallel durchgeftihrte ESWT
nicht negativ beeinflusst.

Die gleichzeitige Applikation von ESWT und systemischer Antibiose kénnte das bis-
herige Indikationsspektrum der ESW in der Orthopéadie (nicht infizierte Pseudarthro-

sen, Fersensporn, Kalkschulter etc.) um infizierte Pseudarthrosen erweitern.
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8 Abkulrzungen

pl
CAMHB
CFU
dest.
DNA
dsDNA
EFD
ESW
ESWT
KBE
MBK
MHK
ml

ng
TSB

Mikroliter

Cation Adjusted Muller-Hinton Broth
Colony forming Units, entspricht den KBE
destilliert, Aqua dest. =destilliertes Wasser
Desoxyribonukleinacid

Doppelstrang-DNA

Energieflussdichte

Extrakorporale Stol3welle

Extrakorporale Stol3wellen Therapie
Kolonie bildende Einheiten, entspricht den CFU
Mittlere bakterizide Konzentration

Mittlere Hemmkonzentration

Milliliter

Nanogramm

Trypticase Soy Broth

Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
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11 Anhang

11.1 Beimpfungs-Schemata der Versuche 3.4.2, 3.4.2.1 und 3.4.2.2

11.1.1 Versuch 3.4.2;

In Spalte 1 und 3 jeweils NaCl und Sytox, in den restlichen Spalten die Proben 1-4. Reihe A entspricht
Zeitpunkt t=10, die Reihen C, E, und G den Zeitpunkten t= 20; 30; und 40 Minuten

GRMEORORORORORGEORORDRTIRE

®)
@
O
@
O
®
O
®
O
®
O
®
O

@O0 mo o0 ®
OGN JON RON 2O
OO0O00000
OGN JON RON 2O,
OO0OO00000
OGN JON RON 2O
OO0O00000
OGN JON RON 2O
OO0O00000
OGN JON RON 2O
OO0O00000
OGN JON RON 2O
OO0O00000

11.1.2 Versuch 3.4.4.2:

Schema 1.
Platten-Impfschema fur Versuch 3.4.2

In jede Platte wurden in die Spalten 1; 3; 5; 7 und 9 der Reihen A; C; E und G jeweils 40 pl Sytox-
Farbstoff gegeben. Danach wurden diese Wells bei Platte 1 mit den nicht-permeabilisierten und bei

Platte 2 mit den permeabilisierten Suspensionen beimpft: Bei beiden Platten wurde die Wells der
Spalte 11 in den Reihen B; D; F und H mit einem Gemisch aus 160 pl NaCl und 40 pl Sytox befllt

(Leerwert)

O @2®@® 6 @6 @10 11 12
N JOX JON JON RON NONOAE
®O0OCO0O0O0O0O00O00O0O0O0 @O
CN JOX JON JON RON NONOR
DOOCOOOOOOOLOO GO
ON JOX NON JON RON NONORE
POOCOOOO0O0OOO @O
CN JOX JON NON RON MONOR
BHOOOOOO0OO0OO0OO0O0 @O

Schema 2
Platten-Impfschema fir Versuch 3.4.4.1
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11.1.3 Versuch 3.4.4.2

Platte 1 enthielt die Gemische der Konzentration 1,5; Platte 2 die der Konzentration 1,0 und Platte 3

die der Konzentration 0,5 McFarland-Einheiten. Von jeder Konzentration wurden 3 Proben ausgemes-

sen, die sich in den Reihen A; C und E finden. In jeder zweiten Spalten 1 bis 11 finden sich die in ab-

steigender Reihenfolge die Gemische mit 100% bis 0% permeabilisierten Bakterien. Die Wells in Rei-

he G enthalten ein Gemisch aus Sytox und NaCl, um den Leerwert zu ermitteln.

OO ® 66O ® ©® 1w @
CX JOX NON XOX RON XOX XO.

OXCGNOX NON XO

Schema 3:

Platten-Impfschema fir Versuch 3.4.4.2
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S. aureus, 0,96 mJ/mm?2, 2000 IMPUISE, VEISUCKH L .........oiiiiiiiiiiiiii et 87
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S. aureus, 0,96 mJ/mm2, 1000 IMPUISE, VEISUCK 3 .....coiii it e e e e e e e e e raeeeee s 96
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Versuch mit 1000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz, 1000 Impulse, Versuch 1

Impulsen

Verdinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 480 512 636 640 700 593,6 83,47

1: 10* 26 68 89 80 81 68,8 22,43

1: 10° 9 7 10 7 14 9,4 2,58

Verdiinnung 3und 4 0 370000 596000 763000 720000 755000 640800 148045,13
auf 0 umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 750 600 700 690 640 676 51,61

1: 10* 77 90 66 71 81 77 8,27

1: 10° 9 4 9 9 8 7.8 1,94

Verdiinnung 3und 4 0 760000 750000 680000 700000 725000 723000 29933,26
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 105,12 103,73 94,05 96,82 100,28 100 4,14

Versuch in % der Kontrolle 51,18 82,43 105,53 99,59 104,43 88,63 20,48
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Versuch mit 2000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 2000 Impulse, Versuch 1

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 166 80 71 73 202 118,4 54,84

1: 10* 21 9 16 13 3 12,4 6,12

1: 10° 2 3 2 0 0 1,4 1,2

Verdiinnung 3und 4 0 188000 85000 115500 101500 116000 121200 35271,23
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 750 600 700 690 640 676 51,61

1: 10* 77 90 66 71 81 77 8,27

1: 10° 9 4 9 9 8 7,8 1,94

Verdiinnung 3und 4 0 760000 750000 680000 700000 725000 723000 29933,26
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 105,12 103,73 94,05 96,82 100,28 100 4,14

Versuch in % der Kontrolle 26,00 11,76 15,98 14,04 16,04 16,76 4,88
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Versuch mit 3000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 3000 Impulse, Versuch 1

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 92 79 24 101 100

1: 10° 3 11 4 5 0 4,6 3,61

1: 10* 0 0 1 0 0 0,2 0,4

1: 10° 0 0 0 0 0 0 0

Verdiinnung 2 auf 0 0 920 790 240 1010 1000 792 287,01
umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 750 600 700 690 640 676 51,61

1: 10* 77 90 66 71 81 77 8,27

1: 10° 9 4 9 9 8 7,8 1,94

Verdiinnung 3und 4 0 760000 750000 680000 700000 725000 723000 29933,26
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 105,12 103,73 94,05 96,82 100,28 100 4,14

Versuch in % der Kontrolle 0,13 0,11 0,03 0,14 0,14 0,11 0,04
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Versuch mit 4000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 4000 Impulse, Versuch 1

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 98 33 171 47 86 87 48,36
1: 10°
1: 10* 2 0 1 0 0 0,6 0,8
1: 10° 0 0 0 0 0 0 0
Verdinnung 2 auf 0 9800 3300 17100 4700 8600 8700 4836,11
umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 750 600 700 690 640 676 51,61
1: 10* 77 90 66 71 81 77 8,27
1: 10° 9 4 9 9 8 7.8 1,94
Verdiinnung 2 und 3 0 760000 750000 680000 700000 725000 723000 29933,26
umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 105,12 103,73 94,05 96,82 100,28 100 4,14
Versuch in % der Kontrolle 1,36 0,46 2,37 0,65 1,19 12 0,67
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Versuch mit 1000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 1000 Impulse, Versuch 2

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 768 624 1160 650 760
1: 10° 120 117 113 112 100 112,4 6,83
1: 10* 23 22 22 18 16 20,2 2,71
1: 10° 6 4 7 5 8 6 1,41
Verdiinnung 3und 4 0 175000 168500 166500 146000 130000 157200 16711,07
auf O umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 1236 1396 1540 1400 1260
1: 10° 253 201 180 230 220 216,8 24,89
1: 10 28 20 18 32 30 25,6 5,57
1: 10° 1 3 3 5 4 3,2 1,33
Verdiinnung 3und 4 0 266500 200500 180000 275000 260000 236400 38529,73
auf O umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 112,73 84,81 76,14 116,33 109,98 100,00 16,30
Versuch in % der Kontrolle 74,03 71,28 70,43 61,76 54,99 66,50 7,07
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Versuch mit 2000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 2000 Impulse, Versuch 2

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 580 600 540 480 520
1: 10° 84 113 99 100 110 101,2 10,19
1: 10* 12 12 13 14 11 12,4 1,02
1: 10° 4 5 4 4 4 4,2 0,4
Verdiinnung 3und 4 0 102000 116500 114500 120000 110000 112600 6208,06
auf O umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10 1236 1396 1540 1400 1260
1: 10° 253 201 180 230 220 216,8 24,89
1: 10* 28 20 18 32 30 25,6 5,57
1: 10° 1 3 3 5 4 3,2 1,33
Verdiinnung 3und 4 0 266500 200500 180000 275000 260000 236400 38529,73
auf 0 umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 112,73 84,81 76,14 116,33 109,98 100,00 16,30
Versuch in % der Kontrolle 43,15 49,28 48,43 50,76 46,53 47,63 2,63
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Versuch mit 3000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 3000 Impulse, Versuch 2

Impulsen
Versuchs-nummer  Verdlnnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 280 323 329 330 304
1: 10° 55 78 66 58 63 64 7,97
1: 10* 10 11 7 8 8 8,8 1,47
1:10° 2 0 1 1 0 0,8 0,75
Verdiinnung 2 und 3 0 41500 55150 49450 45500 46700 47660 4535,13
auf O umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10 1236 1396 1540 1400 1260
1: 10° 253 201 180 230 220 216,8 24,89
1: 10* 28 20 18 32 30 25,6 5,57
1: 10° 1 3 3 5 4 3,2 1,33
Verdlinnung 3 und4 0 266500 200500 180000 275000 260000 236400 38529,73
auf 0 umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 112,73 84,81 76,14 116,33 109,98 100,00 16,30
Versuch in % der Kontrolle 17,55 23,33 20,92 19,25 19,75 20,16 1,92
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Versuch mit 4000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 4000 Impulse, Versuch 2

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 223 150 270 140 130 182,6 54,62

1: 10° 33 13 15 17 15 18,6 7,31

1: 10* 2 0 1 1 2 1,2 0,75

1:10° 0 0 1 1 0 0,4 0,49

Verdiinnung 2 und 3 0 27650 14000 21000 15500 14000 18430 5281,06
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10 1236 1396 1540 1400 1260

1: 10° 253 201 180 230 220 216,8 24,89

1: 10* 28 20 18 32 30 25,6 5,57

1: 10° 1 3 3 5 4 3,2 1,33

Verdiinnung 3und 4 0 266500 200500 180000 275000 260000 236400 38529,73
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 112,73 84,81 76,14 116,33 109,98 100,00 16,30

Versuch in % der Kontrolle 11,70 5,92 8,88 6,56 5,92 7,80 2,23
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Versuch mit 5000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 5000 Impulse, Versuch 2

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

0 520 680 1200 756 860 803,2 227,28

1:10° 18 16 29 18 23 20,8 4,71

1: 10° 1 1 3 2 4 2,2 1,17

1: 10* 1 1 1 1 1 1 0

1: 10° 0 0 0 0 0 0 0

Verdinnung 0 aufO 0 520 680 1200 756 860 803,2 227,28
umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 680 710 740 750 870 750 64,81

1: 10° 76 89 79 80 100 84,8 8,75

1: 10 15 9 7 20 22 14,6 5,89

1: 10° 4 3 8 7 5,4 1,85

Verdiinnung 3und 4 0 113000 89500 74500 140000 160000 115400 31444,24
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 97,92 77,56 64,56 121,32 138,65 100,00 27,25

Versuch in % der Kontrolle 0,45 0,59 1,04 0,66 0,75 0,70 0,20




G6

Versuch mit 6000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 6000 Impulse, Versuch 2

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
0 48 26 68 45 29 43,2 15,09
1: 10° 1 1 5 3 2 2,4 15
1: 10° 0 0 1 0 0 0,2 0.4
1: 10* 0 0 0 0 0 0 0
1: 10° 0 0 0 0 0 0 0
Verdinnung 0 auf O 0 48 26 68 45 29 43,2 15,09
umgerechnet
Verdliinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 680 710 740 750 870 750 64,81
1: 10° 76 89 79 80 100 84,8 8,75
1: 10* 15 9 7 20 22 14,6 5,89
1: 10° 4 3 8 7 54 1,85
Verdunnung 3 und4 0 113000 89500 74500 140000 160000
auf 0 umgerechnet 115400 3144424
Kontrolle in % des Durchschnittes 97,92 77,56 64,56 121,32 138,65 100,00 27,25
Versuch in % der Kontrolle 0,04 0,02 0,06 0,04 0,03 0,02 0,01
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Versuch mit 1000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 1000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 640 528 612 600 552 586,4 40,76

1: 10* 59 69 53 47 51 55,8 7,65

1: 10° 8 7 11 7 12 9 2,1

Verdiinnung 3und 4 0 615000 609000 571000 535000 531000 572200 35408,47
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 670 660 640 630 590 638 27,86

1: 10 59 63 89 58 85 70,8 13,39

1: 10° 9 7 10 7 9 8,4 1,2

Verdinnung 3und 4 0 630000 645000 765000 605000 720000 673000 59883,22
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 93,61 95,84 113,67 89,90 106,98 100 8,9

Versuch in % der Kontrolle 91,38 90,49 84,84 79,49 78,90 85,02 5,26




L6

Versuch mit 2000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 2000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdiunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 243 223 411 405 331 322,6 78,65

1: 10* 49 43 10 36 32 34 13,34

1: 10° 8 0 0 5 5 3,6 3,14

Verdiinnung 3und 4 0 366500 326500 255500 382500 325500 331300 43960,89
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 670 660 640 630 590 638 27,86

1: 10* 59 63 89 58 85 70,8 13,39

1: 10° 9 7 10 7 9 8,4 1,2

Verdiinnung 3+4 auf 0 0 630000 645000 765000 605000 720000 673000 59883,22
umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 93,61 95,84 113,67 89,90 106,98 100 8,9

Versuch in % der Kontrolle 54,46 48,51 37,96 56,84 48,37 49,23 6,53
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Versuch mit 3000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 3000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 94 46 43 45 108 67,2 27,97

1: 10* 11 4 7 4 2 5,6 3,14

1: 10° 1 0 1 0 2 0,8 0,75

Verdiinnung 3und 4 0 102000 43000 56500 42500 64000 61600 21793,12
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 760 624 712 708 800 720,8 59,03

1: 10* 87 89 51 88 90 81 15,03

1: 10° 9 4 13 10 8 8,8 2,93

Verdiinnung 3und 4 0 815000 757000 611000 794000 850000 765400 82879,67
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 93,61 95,84 113,67 89,90 106,98 100 8,9

Versuch in % der Kontrolle 15,16 6,39 8,40 6,32 9,51 9,15 3,24
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Versuch mit 4000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 4000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 223 150 270 140 140 184,6 52,81

1: 10° 33 13 15 17 17 19 7,16

1: 10* 2 0 1 1 1 1 0,63

1:10° 0 0 1 1 1 0,6 0,49

Verdiinnung 2 und 3 0 27650 14000 21000 15500 15500 18730 5058,81
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 760 624 712 708 800 720,8 59,03

1: 10* 87 89 51 88 90 81 15,03

1: 10° 9 4 13 10 8 8,8 2,93

Verdiinnung 3und 4 0 815000 757000 611000 794000 850000 765400 82879,67
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 124,29 93,22 80,04 101,22 101,22 100 14,41

Versuch in % der Kontrolle 4,44 3,95 4,27 2,16 5,49 4,06 1,08




00T

Versuch mit 5000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 5000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 123 150 170 140 130 142,6 16,46

1: 10° 2 13 15 17 15 12,4 5,35

1: 10* 3 2 1 1 2 1,8 0,75

1:10° 1 0 0 1 1 0,6 0,49

Verdiinnung 2 und 3 0 7150 14000 16000 15500 14000 13330 3191,49
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 800 750 510 750 750 712 102,84

1: 10* 184 123 119 140 140 141,2 23,06

1: 10° 3 5 12 22 32 14,8 10,87

Verdiinnung 3und 4 0 1320000 990000 850000 1075000 1075000 1062000 152990,2
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 124,29 93,22 80,04 101,22 101,22 100 14,41

Versuch in % der Kontrolle 0,67 1,32 1,51 1,46 1,32 1,26 0,3
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Versuch mit 6000

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 6000 Impulse, Versuch 3

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 172 96 32 88 73 92,2 45,59

1: 10° 23 1 9 8 13 10,8 7,22

1: 10* 2 1 0 1 1 1 0,63

1: 10° 0 0 0 0 1 0,2 0,4

Verdiinnung 0 auf 0 0 17200 9600 3200 8800 7300 9220 4559,12
umgerechnet

Verdliinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 760 624 712 708 800 720,8 59,03

1: 10 87 89 51 88 90 81 15,03

1: 10° 9 4 13 10 8 8,8 2,93

Verdinnung 3und 4 0 815000 757000 611000 794000 850000 765400 82879,67
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 124,29 93,22 80,04 101,22 101,22 100 14,41

Versuch in % der Kontrolle 1,62 0,90 0,30 0,83 0,69 0,87 0,43
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Versuch mit 1000

P. aeruginosa, 0,96 mJ/mmz2, 1000 Impulse

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 124 81 84 103 123 103 18,36

110 13 10 5 14 10 10,4 3,14

1: 10° 3 2 1 1 2 1,8 0,75

Verdiinnung 3und 4 0 127000 90500 67000 121500 111500 103500 22097,51
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 720 640 640 560 580

1: 10° 97 129 144 122 126 123,6 15,24

1: 10* 9 11 17 17 8 12,4 3,88

1: 10° 1 2 2 1 2 1,6 0,49

Verdinnung 2und 3 0 84500 96500 104000 89000 92000 93200 6667,83
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 90,66 103,54 111,59 95,49 98,71 100 7,15

Versuch in % der Kontrolle 136,26 97,10 71,89 130,36 119,64 111,05 23,71
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Versuch mit 2000

P. aeruginosa, 0,96 mJ/mmz2, 2000 Impulse

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 61 61 85 79 46 66,4 13,99

110 5 4 11 5 3 5,6 28

1: 10° 0 0 0 0 0 0 0

Verdiinnung 3und 4 0 55500 50500 97500 64500 38000 61200 20068,88
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 720 640 640 560 580

1:10° 97 129 144 122 126 123,6 15,24

1: 10° 9 11 17 17 8 12,4 3,88

1: 10° 1 2 2 1 2 1,6 0,49

Verdinnung 2und 3 0 84500 96500 104000 89000 92000 93200 6667,83
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 90,67 103,54 111,59 95,49 98,71 100 7,15

Versuch in % der Kontrolle 59,55 54,18 104,61 69,20 40,77 65,67 21,53
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Versuch mit 3000

P. aeruginosa, 0,96 mJ/mmz2, 3000 Impulse

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1:10% 412 394 320 480 332
1: 10° 85 41 35 79 50 58 20,26
1: 10* 10 6 4 10 7 7,4 2,33
1: 10° 0 0 0 0 0 0 0
Verdinnung 2und 3 0 63100 40200 33500 63500 41600 48380 12486,7
auf O umgerechnet
Verdliinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 720 640 640 560 580
1: 10° 97 129 144 122 126 123,6 15,24
1: 10* 9 11 17 17 8 12,4 3,88
1: 10° 1 2 2 1 2 1,6 0,49
Verdiinnung 2 und 3 0 84500 96500 104000 89000 92000 93200 6667,83
auf O umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 90,66 103,54 111,58 95,49 98,71 100 7,15
Versuch in % der Kontrolle 67,70 43,13 35,94 68,13 44,63 51,91 13,4




S0T

Versuch mit 4000

P. aeruginosa, 0,96 mJ/mm?2, 4000 Impulse

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 107 142 154 120 135 118 133,8 13,54
1: 10°
1: 10* 0 3 0 1 0 0,8 1,17
1: 10° 0 1 0 1 1 0,6 0,49
Verdinnung 2 auf 0 0 14200 15400 12000 13500 11800 13380 1354,1
umgerechnet
Verdlinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 192 150 161 140 140 156,6 19,32
1: 10*
1:10° 5 1 7 2 5 4 2,19
Verdiinnung 3 auf 0 0 192000 150000 161000 140000 140000 156600 19324,6
umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 122,60 95,79 102,80 89,40 89,40 100 12,34
Versuch in % der Kontrolle 9,07 9,83 7,66 8,62 7,54 8,54 0,86
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Versuch mit 4000

E. faecium, 0,96 mJ/mmz, 4000 Impulse

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 1000 300 675 650 753 675,6 224,93
1: 10 180 49 95 95 205 124,8 58,31
Verdiinnung 3und 4 0 1400000 395000 812500 800000 1401500 961800 388609,65
auf 0 umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10 379 273 512 343 383 378 77,76
1: 10° 41 32 57 28 52 42 11,15
Verdinnung 4und 5 0 3945000 2965000 5410000 3115000 4515000 3990000 906675,25
auf O umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 98,88 74,31 135,59 78,07 113,16 100 22,72
Versuch in % der Kontrolle 35,09 9,90 20,36 20,05 35,12 24,11 9,74
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Versuch mit 6000

E. faecium, 0,96 mJ/mmz, 6000 Impulse

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 70 72 25 97 125 79,25 36,87

1: 10° 8 12 1 3 19 20,6 26,45

1: 10* 2 0 0 5 38 4,49

1: 10° 1 2 0 1 5 6,96

Verdiinnung 2 auf 0 0 7000 7200 2500 9700 12500 7780 3310,23
umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 194 200 128 84 202 161,6 47,55

1: 10* 47 52 27 25 37 37,6 10,65

1: 10° 48 10 8 4 3 14,6 16,89

Verdiinnung 3und 4 0 332000 360000 199000 167000 286000 268800 74622,78
auf O umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 123,51 133,93 74,03 62,12 106,40 100 27,76

Versuch in % der Kontrolle 2,60 2,68 0,93 3,6 4,65 2,89 1,23
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Versuch mit 4000

MRSA, 0,96 mJ/mmz, 4000 Impulse

Impulsen
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 700 680 700 497 624 640,2 76,82
1: 10* 180 133 76 79 70 107,6 42,7
1: 10° 9 19 7 11 12 11,6 4,08
Verdiinnung 3und 4 0 1250000 1005000 730000 643500 662000 858100 234982,21
auf O umgerechnet
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10 365 324 420 255 284 329,6 58,48
1: 10° 49 52 47 30 52 46 8,22
Verdiinnung 4und 5 0 4275000 4220000 4450000 2775000 4020000 3948000 602333,79
auf O umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 108,28 106,89 112,71 70,29 101,82 100 15,26
Versuch in % der Kontrolle 31,66 25,45 18,50 16,30 16,77 21,74 5,95
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Versuch mit 4000

S. epidermidis, 0,96 mJ/mmz2, 4000 Impulse

Impulsen

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 288 108 91 230 128 169 76,64

1: 10° 2 4 4 14 40 12,8 14,23

1: 10* 5 1 2 6 7 4,2 2,32

1: 10° 1 0 2 1 1 1 0,63

Verdiinnung 2 auf 0 0 28800 10800 9100 23000 12800 16900 7663,94
umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10 365 324 420 255 284 329,6 58,48

1: 10° 49 52 47 30 52 46 8,22

Verdinnung 4und 5 0 4275000 4220000 4450000 2775000 4020000 3948000 602333,79
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 108,28 106,89 112,72 70,29 101,82 100 15,26

Versuch in % der Kontrolle 0,73 0,27 0,23 0,58 0,32 0,43 0,19
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Versuch mit 4000
Impulsen und 0,38

S. aureus, 0,38 mJ/mmz2, 4000 Impulse

mJ/mm 2

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 1080 808 1120 1080 1760 1169,6 315,54

1: 10 132 157 132 200 144 153 25,25

1: 10° 20 12 16 13 12 14,6 3,07

Verdinnung 3, 4 und 0 1466667 1192667 1346667 1460000 1466667 1386533 107158
5 auf 0 umgerechnet

Verdiinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert ~ Standardabweichung

1: 10° 920 880 732 506 1052 818 186,41

1: 10 118 149 138 116 122 128,6 12,8

1: 10° 22 13 10 21 15 16,2 4,62

Verdinnung 3,4 und 0 1433333 1223333 1037333 1255333 1257333 1241333 125902
5 auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 115,47 98,55 83,57 101,13 101,29 100,00 10,14

Versuch in % der Kontrolle 118,15 96,08 108,49 117,62 118,15 111,70 8,63
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Versuch mit 4000
Impulsen und 0,59

S. aureus, 0,59 mJ/mmz2, 4000 Impulse

mJ/mm

Verdinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 540 644 848 800 550 676,4 126,77

1: 10* 66 98 152 97 75 97,6 29,9

1:10° 12 4 19 6 13 10,8 5,34

Verdiinnung 3und 4 0 600000 812000 1184000 885000 650000 826200 206829,79
auf 0 umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 1200 1520 1600 1004 1600 1384,8 240,86

1: 10* 114 157 200 236 180 177,4 40,96

1:10° 16 23 17 20 26 20,4 3,72

Verdiinnung 4 und 5 0 1370000 1935000 1850000 2180000 2200000 1907000 300925,24
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 75,79 103,68 101,95 103,18 115,41 100,00 13,05

Versuch in % der Kontrolle 31,46 42,58 62,09 46,41 34,08 43,32 10,85
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Versuch mit 4000
Impulsen und 0,72

S. aureus, 0,72 mJ/mmz2, 4000 Impulse

mJ/mm?2

Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 176 194 136 186 110 160,4 32,13

1: 10* 27 21 19 25 16 21,6 3,98

1: 10° 0 3 2 2 0 1,4 1,2

Verdiinnung 3und 4 0 223000 202000 163000 218000 135000 188200 33925,8
auf O umgerechnet

Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 680 750 650 644 590 662,8 52,38

1: 10* 65 55 56 58 50 56,8 4,87

1: 10° 7 5 6 8 8 6.8 1,17

Verdiinnung 3 und 4 0 665000 650000 605000 612000 545000 615400 41792,82
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 108,06 105,62 98,31 99,45 88,56 100,00 6,79

Versuch in % der Kontrolle 36,24 32,82 26,49 35,42 21,94 30,58 5,51
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Versuch mit 4000
Impulsen und 0,96

S. aureus, 0,96 mJ/mmz2, 4000 Impulse

mJ/mmz2
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 223 150 270 140 140
1: 10° 33 13 15 17 17 19 7,16
1: 10* 2 0 1 1 1 1 0,63
1:10° 0 1 1 1 0,6 0,49
Verdinnung 0 27650 14000 21000 15500 15500 18730 5058,81
2und 3auf0
umgerechnet
Verdinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 253 201 180 230 220 216,8 24,89
1: 10* 28 20 18 32 30 25,6 5,57
1: 10° 1 3 3 5 4 3,2 1,33
Verdiinnung 0 266500 200500 180000 275000 260000 236400 38529,73
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 112,73 84,81 76,14 116,33 109,98 100,00 16,30
Versuch in % der Kontrolle 11,70 5,92 8,88 6,56 6,56 7,92 2,14
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Versuch mit 12.000
Impulsen und

S. aureus 0,59 mJ/mmz2 und 12.000 Impulse

0,59 mJ/mm?2
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
0 442 380 480 464 412 435,6 35,96
1: 10 82 65 117 111 98 94,6 19,06
1: 10° 14 9 13 17 15 13,6 2,65
Verdinnung Ound 1 0 631 515 825 787 696 690,8 111,15
auf 0 umgerechnet
Verdunnungsstufe| Kontrollel Kontrolle2 Kontrolle3 Kontrolle4  Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10 980 920 1200 1100 1160 1072 106,28
1: 10° 151 170 165 185 176 169,4 11,36
1: 10 22 29 23 28 32 26,8 3,76
1: 10° 2 3 4 4 2 3 0,89
Verdlinnung 0 1855000 2300000 1975000 2325000 2480000 2187000 233593,66
3und 4 auf0
umgerechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 84,82 105,17 90,31 106,31 113,40 100 10,68
Versuch in % der Kontrolle 0,03 0,02 0,04 0,04 0,03 0,03 0,01
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Versuch mit 4000
Impulsen und

S. aureus 0,59 mJ/mmz2 und 4.000 Impulse

0,59 mJ/mm?2

Verdinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 540 644 848 800 550 676,4 126,77

1: 10* 66 98 152 97 75 97,6 29,9

1: 10° 12 4 19 6 13 10,8 5,34

Verdiinnung 3und 4 0 600000 812000 1184000 885000 650000 826200 206829,79
auf 0 umgerechnet

Verdunnungsstufe  Kontrollel Kontrolle2 Kontrolle3 Kontrolle4  Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung

1: 10° 1200 1520 1600 1004 1600 1384,8 240,86

1: 10* 114 157 200 236 180 177,4 40,96

1: 10° 16 23 17 20 26 20,4 3,72

Verdiinnung 4 und 5 0 1370000 1935000 1850000 2180000 2200000 1907000 300925,24
auf 0 umgerechnet

Kontrolle in % des Durchschnittes 75,79 103,68 101,95 103,18 115,41 100,00 13,05

Versuch in % der Kontrolle 31,46 42,58 62,09 46,41 34,08 43,32 10,85
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S. aureus unter 33-minttiger Einwirkung von Gentamicin (0,25 pg/ml)

0,25 ug
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4  Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 233 261 248 256 230 245,60 12,27
1:10* 23 32 28 26 27 27,20 2,93
1: 10°
Verdunnung 0 231500 290500 264000 258000 250000 258800,00 19262,92
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Verdinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 171 175 145 137 154 156,40 14,64
1: 10* 17 12 13 14 18 14,80 2,32
1: 10°
Verdiinnung 0 170500 147500 137500 138500 167000 152200,00 13998,57
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 89,45 112,25 102,01 99,69 96,60 100,00 7,44
Versuch in % der Kontrolle 65,88 56,99 53,13 53,52 64,53 58,81 5,41




LTT

S. aureus unter 33-minutiger Einwirkung von Gentamicin (0,5 pg/ml)

0,5 g
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4  Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1:10° 233 261 248 256 230 245,60 12,27
1:10* 23 32 28 26 27 27,20 2,93
1:10°
Verdiinnung 0 231500 290500 264000 258000 250000 258800,00 19262,92
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Verdinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 87 103 93 104 114 100,20 9,37
1: 10* 4 4 6 8 8 6,00 1,79
1:10°
Verdiinnung 0 63500 71500 76500 92000 97000 80100,00 12567,42
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 89,45 112,25 102,01 99,69 96,60 100,00 7,44
Versuch in % der Kontrolle 24,54 27,63 29,56 35,55 37,48 30,95 4,86
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S. aureus unter 33-minutiger Einwirkung von Gentamicin (2,0 pg/ml)

2 g
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4  Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 233 261 248 256 230 245,60 12,27
1: 10* 23 32 28 26 27 27,20 2,93
1: 10°
Verdinnung 0 231500 290500 264000 258000 250000 258800,00 19262,92
3und 4 auf 0 umge-
rechnet
Verdliinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 321 290 303 288 262 292,80 19,38
1: 10° 43 28 42 27 42 36,40 7,28
1: 10* 7 3 3 6 2 4,20 1,94
1: 10°
Verdinnung 0 56500 28500 36150 27900 34100 36630,00 10428,40
2 und 3 auf 0 umge-
rechnet
Kontrolle in % des Durchschnittes 89,45 112,25 102,01 99,69 96,60 100,00 7,44
Versuch in % der Kontrolle 21,83 11,01 13,97 10,78 13,18 14,15 4,03
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S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,96 mJ/mm2 und 4000 Impulsen ohne Antibiose

,Urs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW ohne Antibiose ausgesetzt war.
Jede Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

4000 Impulsein

CAMHB
Verdinnungsstufe Urs. 1 Urs. 2 Urs. 3 Urs. 4 Urs. 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 92 117 119 111 103 108,40 9,91
1: 10* 4 9 6 8 9 7,20 1,94
Verdlinnung
3 auf 0 umgerech-
net 0 92000 117000 119000 111000 103000 108400,00 991,16
Verdunnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 128 129 137 119 122 127,00 6,23
1: 10* 9 33 32 28 24 25,20 8,7
Verdlinnung
3 auf 0 umgerech-
net 0 128000 129000 137000 119000 122000 127000,00 622,9
Verdunnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10* 46 89 91 84 75 77,00 16,46
1: 10° 5 9 20 8 5 9,40 5,54
Verdunnung 4 auf
0 umgerechnet 0 46000 89000 91000 84000 75000 77000,00 1645,6
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 | Mittelwert Standardabweichung
Versuch in % der Ursuspension 42,44 82,10 83,95 77,49 69,19 71,03 15,18
Kontrolle in % der Ursuspension 118,08 119,00 126,38 109,78 112,55 117,16 5,75
Versuch in % der Kontrolle 36,22 70,08 71,65 66,14 59,06 60,63 12,96




0cT

S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,72 mJ/mmz2 und 4000 Impulsen ohne Antibiose

LUrs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW ohne Antibiose ausgesetzt war.
Jede Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

4000 Impulsein

CAMHB
Verdunnungsstufe Urs. 1 Urs. 2 Urs. 3 Urs. 4 Urs. 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 116 129 122 148 132 129,40 10,84
1: 10* 10 10 7 6 9 8,40 1,62
Verdlinnung
3 auf 0 umgerech-
net 0 116000 129000 122000 148000 132000 129400,00 10836,97
Verdlinnungsstufe Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4 Kontrolle 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 166 177 137 173 176 165,80 14,91
1: 10* 18 13 16 19 19 17,00 2,28
Verdlinnung
3 auf 0 umgerech-
net 0 173000 153500 148500 181500 183000 167900,00 14301,75
Verdlinnungsstufe Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
1: 10° 108 122 117 135 129 122,20 9,37
1: 10 12 9 14 18 13 13,20 2,93
Verdunnung 3 auf
0 umgerechnet 0 108000 122000 117000 135000 129000 122200,00 9368,03
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 | Mittelwert Standardabweichung
Versuch in % der Ursuspension 42,44 82,10 83,95 77,49 69,19 71,03 15,18
Kontrolle in % der Ursuspension 118,08 119,00 126,38 109,78 112,55 117,16 5,75
Versuch in % der Kontrolle 36,22 70,08 71,65 66,14 59,06 60,63 12,96




S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mmz2 und 4000 Impulsen ohne Antibiose

,Urs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW ohne Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

T¢T

keine Antibiose

Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10? 318 314 340 340 392 377 339 329 305 322
1: 10° 37 39 34 33 37 46 35 31 23 33
2 und 3 umgerechnet auf 0 31800 31400 34000 34000 39200 37700 33900 32900 30500 32200
Mittelwert beider Z&hlungen 31600 34000 38450 33400 31350
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10? 752 696 599 661
1: 10° 68 72 78 76 76 79 70 74 71 79
3 Umgerechnet au 0 68000 72000 78000 76000 76000 79000 70000 74000 71000 79000
Mittelwert beider Zéhlungen 70000 77000 77500 72000 75000
unbehandelte Kontrolle Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
1: 10? 316 307 325 375 301 377 315 320 330 342
1:10° 38 31 38 49 37 46 35 31 30 27
Umgerechnet auf 0 31600 30700 32500 37500 39100 37700 31500 32000 33000 34200
Mittelwert beider Zéhlungen 31150 35000 38400 31750 33600
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5  Mittelwert Standardabweichung
Ursuspension in % der Ursuspension | 93,60 100,71 113,89 98,93 92,86 100,00 7,57
Versuch in % der Ursuspension | 221,52 226,47 201,56 215,57 239,23 220,87 12,41
Kontrolle in % der Ursuspension| 98,58 102,94 99,87 95,06 107,18 100,73 4,10
Vermehrungsfaktor (Versuch / Kontrolle) 2,25 2,20 2,02 2,27 2,23 2,19 0,09
Korrigierter Versuch | 98,45 102,94 99,78 94,96 107,28 100,67 4,17
(Versuch durch den Vermehrungsfaktor
dividiert)
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S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mm2 und 4000 Impulsen mit Antibiose

LUrs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW mit Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

0,5 ug
Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10? 412 400 372 376 375 390 365 362 333 347
1:10° 43 52 43 60 28 34 37 34 45 17
2 und 3 umgerechnet auf 0 41200 40000 37200 37600 37500 39000 36500 36200 33300 34700
Mittelwert der beiden Z&hlungen 40600 37400 38250 36350 34000
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10° 601 624
1:10° 79 90 90 103 91 93 86 85 81 79
3 umgerechnet auf 0 79000 90000 90000 103000 91000 93000 86000 85000 81000 79000
Mittelwert der beiden Z&hlungen 84500 96500 92000 85500 80000
Kontrolle mit Antibiotikum | Kontr. AB 1.1 Kontr. AB 1.2 (Kontr. AB 2.1 Kontr. AB 2.2|Kontr. AB 3.1 Kontr. AB 3.2|Kontr. AB 4.1 Kontr. AB 4.2|Kontr. AB 5.1 Kontr. AB 5.2
1: 10? 403 377 354 335 389 388 328 338 345 346
1:10° 40 59 35 41 39 40 39 37 24 21
2 und 3 umgerechnet auf 0 40300 37700 35400 33500 38900 38800 32800 33800 34500 34600
Mittelwert der beiden Zéhlungen 39000 34450 38850 33300 34550
Kontrolle ohne Antibiotikum Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
1: 10? 412 419 445 407 455 407 404 403 396 398
1:10° 33 45 50 60 30 29 39 36 23 17
2 und 3 umgerechnet auf 0 41200 41900 44500 40700 45500 40700 40400 40300 39600 39800
Mittelwert der beiden Z&hlungen 41550 42600 43100 40350 39700
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 Mittelwert Standardabweichung
Versuch(Gentamicin und ESWT) in % der Ursuspension 208,13 258,02 240,52 235,21 235,29 235,43 16,01
Nur Gentamicin % der Ursuspension 96,06 92,11 101,57 91,61 101,62 96,59 4,36
Korrigierter Versuch (Versuch dividiert durch 2,19) 95,04 117,82 109,83 107,4 107,44 107,51 7,31
Unbehandelte Kontrolle 102,34 113,90 112,68 111,00 116,76 111,34 4,88




ect

S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mm2 und 4000 Impulsen mit Antibiose

,Urs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW mit Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

1,0 mg
Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10 303 373 315 315 376 351 376 350 341 328
1: 10° 43 42 57 62 61 41 25 31 35 20
2und 3 umgerechnet auf 0 36650 39650 44250 46750 49300 38050 31300 33000 34550 26400
Mittelwert der beiden Zahlungen 38150 45500 43675 32150 30475
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10° 707 673 705 698 620 604 658 653 628 627
1: 10° 60 64 88 90 101 92 81 81 89 88
2 und 3 umgerechnet auf 0 65350 65650 79250 79900 81500 76200 73400 73150 75900 75350
Mittelwert der beiden Z&hlungen 65500 79575 78850 73275 75625
Kontrolle mit Antibiotikum | Kontr. AB 1.1 Kontr. AB 1.2 |Kontr. AB 2.1 Kontr. AB 2.2|Kontr. AB 3.1 Kontr. AB 3.2|Kontr. AB 4.1 Kontr. AB 4.2|Kontr. AB 5.1 Kontr. AB 5.2
1: 10° 324 384 336 355 280 292 344 353 290 327
1: 10° 17 28 44 35 29 32 21 29 25 29
2 und 3 umgerechnet auf 0 24700 33200 38800 35250 28500 30600 27700 32150 27000 30850
Mittelwert der beiden Zahlungen 28950 37025 29550 29925 28925
Kontrolle ohne Antibiotikum Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
1: 10° 360 361 355 351 301 312 281 289 356 316
1: 10° 40 39 60 85 53 57 25 31 54 31
2 und 3 umgerechnet auf 0 38000 37550 47750 60050 41550 44100 26550 29950 44800 31300
Mittelwert der beiden Zahlungen 37775 53900 42825 28250 38050
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 Mittelwert Standardabweichung
Versuch(Gentamicin und ESWT) in % der Ursuspension 180,87 154,18 140,13 203,89 205,91 177,00 26,28
Nur Gentamicin % der Ursuspension 75,88 81,37 67,66 93,08 94,91 79,50 9,24
Korrigierter Versuch (Versuch dividiert durch 2,19) 82,59 70,4 63,99 93,1 94,02 77,52 11,20
Unbehandelte Kontrolle 99,02 118,46 98,05 87,87 124,86 105,65 13,79
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S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mm2 und 4000 Impulsen mit Antibiose

,Urs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW mit Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

2,0 mg
Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10° 289 248 325 296 377 390 245 226 228 201
1: 10° 43 43 43 44 52 48 24 27 23 28
2und 3 umgerechnet auf 0 28900 24800 32500 29600 37700 39000 24500 22600 22800 20100
Mittelwert der beiden Zahlungen 26850 31050 38350 23550 21450
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10° 197 200 162 157 217 204 260 240 124 127
1: 10° 28 18 17 11 44 29 24 31 17 18
2 und 3 umgerechnet auf 0 23850 19000 16600 13350 32850 24700 25000 27500 14700 15350
Mittelwert der beiden Z&hlungen 21425 14975 28775 26250 15025
Kontrolle mit Antibiotikum | Kontr. AB 1.1 Kontr. AB 1.2 |Kontr. AB 2.1 Kontr. AB 2.2|Kontr. AB 3.1 Kontr. AB 3.2|Kontr. AB 4.1 Kontr. AB 4.2|Kontr. AB 5.1 Kontr. AB 5.2
1: 10° 74 73 84 71 197 207 114 125 59 42
1: 10° 2 4 6 3 22 15 18 17 6 2
2 umgerechnet auf 0 7400 7300 8400 7100 19700 20700 11400 12500 5900 4200
Mittelwert der beiden Z&hlungen 7350 7750 20200 11950 5050
Kontrolle ohne Antibiotikum Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
1: 10° 381 366 346 262 395 369 289 320 268 270
1: 10° 41 29 31 22 32 29 46 38 29 22
2 und 3 umgerechnet auf 0 38100 36600 34600 26200 39500 36900 28900 32000 26800 27000
Mittelwert der beiden Zahlungen 37350 30400 38200 30450 26900
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 Mittelwert Standardabweichung
Versuch(Gentamicin und ESWT) in % der Ursuspension 73,93 51,37 54,89 106,16 58,51 68,97 20,13
Nur Gentamicin % der Ursuspension 27,37 24,96 52,67 50,74 23,54 35,86 13,01
Korrigierter Versuch (Versuch dividiert durch 2,19) 33,76 23,46 25,06 48,47 26,72 31,49 9,19
Unbehandelte Kontrolle 139,11 97,91 99,61 129,30 125,41 118,27 16,55
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S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mm2 und 4000 Impulsen mit Antibiose

LUrs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW mit Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

4,0 mg
Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10 276 261 317 331 313 304 281 269 303 325
1: 10° 30 29 31 32 35 35 32 25 36 40
2 und 3 umgerechnet auf 0 28800 27550 31350 32550 33150 32700 30050 25950 33150 36250
Mittelwert der beiden Zahlungen 28175 31950 32925 28000 34700
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10° 190 187 118 110 135 146 99 92 144 139
1: 10° 10 19 12 6 16 12 8 8 17 19
2 umgerechnet auf 0 19000 18700 11800 11000 13500 14600 9900 9200 14400 13900
Mittelwert der beiden Z&hlungen 18850 11400 14050 9550 14150
Kontrolle mit Antibiotikum | Kontr. AB 1.1 Kontr. AB 1.2 (Kontr. AB 2.1 Kontr. AB 2.2|Kontr. AB 3.1 Kontr. AB 3.2|Kontr. AB 4.1 Kontr. AB 4.2|Kontr. AB 5.1 Kontr. AB 5.2
1: 10 431 430 550 527 265 247
1: 10° 46 51 66 69 71 72 23 29 107 78
1:10° 5 6 13 10 16 14 2 4 11 15
1 und 2 umgerechnet auf 0 4455 4700 6600 6900 6300 6235 2475 2685 10700 7800
Mittelwert der beiden Z&hlungen 4577,5 6750 6267,5 2580 9250
Kontrolle ohne Antibiotikum Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
2 316 336 296 272 357 368 305 315 302 312
3 43 48 72 71 40 49 33 28 33 25
2 und 3 umgerechnet auf 0 37300 40800 50800 49100 37850 42900 31750 29750 31600 28100
Mittelwert der beiden Zahlungen 39050 49950 40375 30750 29850
Auswertung (alle Werte in % ) 1 2 3 4 5 Mittelwert Standardabweichung
Versuch(Gentamicin und ESWT) in % der Ursuspension 66,90 35,68 42,67 34,11 40,78 44,03 11,86
Nur Gentamicin % der Ursuspension 16,25 21,13 19,04 9,21 26,66 18,46 5,75
Korrigierter Versuch (Versuch dividiert durch 2,19) 30,55 16,29 19,48 15,58 18,62 20,10 5,42
Unbehandelte Kontrolle 138,60 156,34 122,63 109,82 0,00 131,85 17,43
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S. aureus in CAMHB bei 35°C, bei 0,59 mJ/mm2 und 4000 Impulsen mit Antibiose

LUrs.“ bezeichnet die urspriingliche Suspension, aus der die Kontroll- und Versuchs-Suspension entnommen wurden. ,Versuch* ist die Suspension, die der ESW mit Antibiose ausgesetzt war.
Jeder Versuch wurde zweimal auf verschiedene Agarplatten ausgeimpft.

8,0 mg
Ursuspension Urs 1.1 Urs 1.2 Urs 2.1 Urs 2.2 Urs 3.1 Urs 3.2 Urs 4.1 Urs 4.2 Urs 5.1 Urs 5.2
1: 10 241 240 204 206 277 248 223 228 252 273
1: 10° 14 15 25 26 38 26 25 26 38 26
2 und 3 umgerechnet auf 0 24100 24000 20400 20600 27700 24800 22300 22800 25200 27300
Mittelwert der beiden Zahlungen 24050 20500 26250 22550 26250
Versuch Vers 1.1 Vers 1.2 Vers 2.1 Vers 2.2 Vers 3.1 Vers 3.2 Vers 4.1 Vers 4.2 Vers 5.1 Vers 5.2
1: 10 46 27 16 15 12 18 11 10 8 8
1: 10° 7 4 2 1 1 0 2 2 2 0
1 umgerechnet auf 0 460 270 160 150 120 180 110 100 80 80
Mittelwert der beiden Z&hlungen 365 155 150 105 80
Kontrolle mit Antibiotikum | Kontr. AB 1.1 Kontr. AB 1.2 |Kontr. AB 2.1 Kontr. AB 2.2|Kontr. AB 3.1 Kontr. AB 3.2|Kontr. AB 4.1 Kontr. AB 4.2|Kontr. AB 5.1 Kontr. AB 5.2
1: 10 17 16 8 4 7 9 2 6 3 2
1: 10° 1 1 0 0 0 3 0 0 0 2
1 umgerechnet auf 0 170 160 80 40 70 90 20 60 30 20
Mittelwert der beiden Z&hlungen 165 60 80 40 25
Kontrolle ohne Antibiotikum Kontr. 1.1 Kontr. 1.2 Kontr. 2.1 Kontr. 2.2 Kontr. 3.1 Kontr. 3.2 Kontr. 4.1 Kontr. 4.2 Kontr. 5.1 Kontr. 5.2
1: 10° 344 290 205 208 273 275 259 262 261 273
1: 10° 37 37 28 21 25 51 33 27 31 30
2 und 3 umgerechnet auf 0 34400 29000 20500 20800 27300 27500 25900 26200 26100 27300
Mittelwert der beiden Zahlungen 31700 20650 27400 26050 26700
Auswertung (alle Werte in %) 1 2 3 4 5 Mittelwert Standardabweichung
Versuch(Gentamicin und ESWT) in % der Ursuspension 1,52 0,76 0,57 0,47 0,30 0,72 0,42
Nur Gentamicin % der Ursuspension 0,69 0,29 0,30 0,18 0,10 0,31 0,20
Korrigierter Versuch (Versuch dividiert durch 2,19) 0,69 0,35 0,26 0,21 0,14 0,33 0,19
Unbehandelte Kontrolle 131,81 100,73 104,38 115,52 101,71 110,83 11,74
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Fluoreszenz von S. aureus bei unterschiedlichen Konzentrationen

Zu 100 % permeabilisierte Bakterien

Konzentration Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standartabweichung
McF 1,5 1385171 1410894 1448950 1415005 26199,43
McF 1,0 962225 924070 916715 934337 19947,32
McF 0,6 596101 591674 572306 586694 10332,90
McF 0,3 322699 337237 333337 331091 6143,93
McF 0,2 203463 202572 204957 203664 983,99
MCF 0,1 17664 17765 18045 17825 161,16
Leerwert 7255 6960 7025 7080 126,56
Kontrolle (vitale Bakterien)
Konzentration Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert Standartabweichung
McF 1,5 173384 171716 174363 173155 1092,77
McF 1,0 122356 122988 123269 122871 381,80
McF 0,6 78134 76937 76325 77132 751,28
McF 0,3 33538 33182 34403 33708 512,71
McF 0,2 17681 18434 17995 18037 308,82
MCF 0,1 14125 13254 12995 13458 483,35
Leerwert 7255 6960 7025 7080 126,56




8¢l

Fluoreszenz von S. aureus in einer Suspension mit unterschiedlich hohem Anteil an permeabilisierten Bakterien

(Die Zahl in % gibt den Anteil permeabilisierter Bakterien wieder)

McF 1,5 100,00 % 80,00% 60,00% 40,00% 20,00% 0,00%

1,50 1.355.124 1.146.611 982.705 712.352 466.530 166.500

1,50 1.369.975 1.156.397 942.805 816.895 477.341 169.744

1,50 1.361.254 1.154.876 949.215 756.124 465.214 147.698

Mittelwert 1.362.117 1.152.628 958.241 761.790 469.695 161.314
Standardabweichung 6.093 4.299 17.495 42.867 5.433 9.719
McF 1,0 100,00 % 80,00% 60,00% 40,00% 20,00% 0,00%

1,00 1.041.768 887.600 690.890 463.775 307.768 110.505

1,00 1.079.682 805.849 591.857 437.157 305.149 107.283

1,00 1.057.452 856.471 654.124 448.745 310.014 108.745

Mittelwert 1.059.634 849.973 645.623 449.892 307.643 108.844
Standardabweichung 15.555 33.689 40.874 10.897 1.988 1.317
McF 0,5 100,00 % 80,00% 60,00% 40,00% 20,00% 0,00%

0,50 574.868 412.856 337.677 247.813 150.100 60.722

0,50 558.579 422.102 317.965 225.571 146.742 60.584

0,50 557.451 412.747 325.647 212.554 150.021 60.667

Mittelwert 563.632 415.901 327.096 228.646 148.954 60.657
Standardabweichung 7.957 4.384 8.112 14.557 1.564 56
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Entwicklung der Fluoreszenz von S. aureus bei verschieden langer Einwirkzeit des Farbstoffes

NaCl und Sy-
Bakterien gefarbt | 10 Minuten 20 Minuten 30 Minuten 40 Minuten tox 10 Minuten 20 Minuten 30 Minuten 40 Minuten
Messung 1 41923 41910 40362 40546 Messung 1 6391 6052 5900 5982
Messung 2 40502 39960 40779 39328 Messung 2 6479 6327 6254 6043
Messung 3 40971 40501 39401 38176
Messung 4 41889 40457 38999 38758
Mittelwerte 41321 40707 39885 39202 6435 6190 6077 6013
Standard-
abweichung 608 726 715 876 44 138 177 31
Mittelwert abzgl. des
Leerwertes 34886 34518 33808 33190
Fluoreszenz in %
des Ausgangswertes 100 99 97 95
Standardabweichung
in % 1,74 2,1 2,12 2,64
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Fluoreszenz von S. aureus nach 4000 Impulsen bei 0,38 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

0,38mJ/mm?2 Behandelte Bakterien und Farbstoff Unbehandelte Bakterien und Farbstoff Leerwert NaCl und Farbstoff
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 37068 31347 33681 Messung 1 34088 31100 31588 Messung 1 6233 6086 6109
Messung 2 36967 31042 32705 Messung 2 33850 30781 31274 Messung 2 6261 6112 6163
Messung 3 37584 31527 33252 Messung 3 33221 30493 31782 Messung 3 6216 6348 6164
Mittelwerte 37206 31305 33212 Mittelwerte 33719 30791 31548 6236 6182 6145
Standardabweichung 270 200 399| Standardabweichung 365 247 209 18 117 25
Mittelwert aller 3 Ver- 27720 Mittelwert aller 3 Kon- 25832 Mittelwert aller 3 6188
suche abzgl. des Leer- trollen abzgl. des Leerwerte
wertes Leerwertes
Standardabweichung 2459 Standardabweichung 1241 Standardabweichung 38

aller 3 Versuche

perm. Bakterien und Farbstoff

aller 3 Kontrollen

Leerwert Alkohol und Farbstoff

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 198907 198907 202019 Messung 1 7023 7300 7102
Messung 2 192529 207253 195465 Messung 2 6880 7168 7042
Messung 3 192280 192509 208696 Messung 3 7219 7185 7213
Mittelwerte 194571 199556 202060 | Mittelwerte 7040 7217 7119
Standardabweichung 3067 6036 5401 | Standardabweichung 138 58 70
Mittelwert aller 3 Ver- 191604 Mittelwert aller 3| 7126
suche abzgl. des Leer- Leerwerte
wertes
Standardabweichung 3113 Standardabweichung | 72,42

aller 3 Versuche

aller 3 Leerwerte

aller 3 Leewerte
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Fluoreszenz von S. aureus nach 4000 Impulsen bei 0,59 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

0,59 mJ/mm?2 Behandelte Bakterien und Farbstoff Unbehandelte Bakterien und Farbstoff Leerwert NaCl und Farbstoff
Versuch 1  Versuch2 Versuch 3 Kontrolle 1  Kontrolle2 Kontrolle 3 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 38900 34634 32988 Messung 1 39848 34519 31681 Messung 1 6233 6261 6216
Messung 2 38518 34727 33008 Messung 2 37751 34337 31333 Messung 2 6238 6293 6142
Messung 3 38794 34546 31356 Messung 3 37805 34855 32661 Messung 3 6086 6285 6090
Mittelwerte 38737 34636 32451 Mittelwerte 38468 34570 31892 6186 6280 6149
Standardabweichung 161 73 774| Standardabweichung 976 214 562 70 13 51
Mittelwert aller 3 Ver- 29070 Mittelwert aller 3 Kon- 28772 Mittelwert aller 3 6205
suche abzgl. des Leer- trollen abzgl. des Leerwerte
wertes Leerwertes
Standardabweichung. 2606 Standardabweichung 2700 Standardabweichung 55

aller 3 Versuche

perm. Bakterien und Farbstoff

aller 3 Kontrollen

Leerwert Alkohol und Farbstoff

Versuch1 Versuch2 Versuch 3 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 206443 213074 209579 Messung 1 7436 7433 7102
Messung 2 212039 211362 214276 Messung 2 7440 7324 7042
Messung 3 217137 217369 205783 Messung 3 7347 7503 7213
Mittelwerte 211873 213935 209879 Mittelwerte 7408 7420 7119
Standardabweichung 4367 2527 3474 | Standardabweichung 42 73 70
204557 213935 209879
Mittelwert aller 3 Ver- 204580 Mittelwert aller 3 7316
suche abzgl. des Leer- Leerwerte
wertes
Standardabweichung 1656 Standardabweichung 139

aller 3 Versuche

aller 3 Leerwerte

aller 3 Leewerte
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Fluoreszenz von S. aureus nach 4000 Impulsen bei 0,96 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

0,96 mJ/mm? Behandelte Bakterien und Farbstoff Unbehandelte Bakterien und Farbstoff Leerwert NaCl und Farb-
stoff
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle Wert1l Wert2 Wert3
1 2 3 4
Messung 1 29306 26845 27904 28945 Messung 1 21473 21779 23415 21539 Messung 1 6233 6261 6231
Messung 2 30202 26642 26629 29436 Messung 2 22757 22158 22331 22591 Messung 2 6238 6293 6201
Messung 3 29856 26270 26309 29080 Messung 3 21989 24298 22999 21808 Messung 3 6086 6285 6103
Mittelwerte 29788 26586 26947 29154 Mittelwerte 22073 22745 22915 21979 6186 6280 6178
Standardabweichung. 368 238 688 207 | Standardabweichung 527 1108 446 446 70 13 54
Mittelwert aller 4 Ver- 21920 Mittelwert aller 4 Kon- 16230 Mittelwert 6198
suche abzgl. des Leer- trollen abzgl. des Leer- aller 3 Leer-
wertes wertes werte
Standardabweichung 1377 Standardabweichung 408 Standardab- 49
aller 4 Versuche aller 4 Kontrollen weichung aller
3 Leewerte

perm. Bakterien und Farbstoff

Leerwert Alkohol und Farbstoff

permeabilisiert| Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4
Messung 1 110110 131335 123144 127268 Messung 1 5636 5633 5541 5302
Messung 2 121288 144698 127473 118565 Messung 2 5640 5524 5545 5242
Messung 3 121040 148874 125405 120175 Messung 3 5547 5703 5632 5413
Mittelwerte 117479 141636 125341 122003 Mittelwerte 5608 5620 5573 5319
Standardabweichung 5212 7481 1768 3781| Standardabweichung 42 73 41 70
Mittelwert aller4 Ver- 121085 Mittelwert aller 4 Leer- 5530
suche abzgl. des Leer- werte
wertes
Standardabweichung 9110 Standardabweichung 122,96

aller 4 Versuche

aller 4 Leerwerte




€eT

Fluoreszenz von S. aureus nach 2000 Impulsen bei 0,59 mJ/mm?2
alle Versuche je 3 mal gemessen;

Versuch
2000 Impulse 1 2 3 4 5

Messung 1 30396 33224 24621 33453 25874

Messung 2 29318 32135 24915 32357 25087

Messung 3 29467 31001 25080 32333 25253

Mittelwerte 29727 32120 24872 32714 25405

Standardabweichung 476,95 907,6 189,84 522,41 338,72

Mittelwert aller 5 Versuche 22763
abzgl. des Leerwertes
Standardabweichung aller 5 3287
Versuche
Kontrolle Leerwert NaCl
1 2 3 4 5 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 30460 34222 27908 34458 28100 Messung 1 6233 6261 6216
Messung 2 30576 30623 27102 32545 27289 Messung 2 6238 6293 6142
Messung 3 31192 33021 27365 33249 27554 Messung 3 6086 6285 6090
Mittelwerte 30743 32622 27458 33417 27648 Mittelwerte 6186 6280 6149
Standardabweichung 321,24 1496,13 335,6 790 337,65 Standardabweichung 70,5 13,6 51,7
Mittelwert aller 5 Kontrollen 24173 Mittelwert aller 5 Leer- 6205
abzgl. des Leerwertes werte
Standardabweichung aller 5 2465 Standardabweichung 55

Kontrollen

aller 5 Leewerte
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Fluoreszenz von S. aureus nach 4000 Impulsen bei 0,59 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

Versuch
4000 Impulse 1 2 3 4 5

Messung 1 32136 29010 30228 31254 28627

Messung 2 32078 27479 30887 31654 27116

Messung 3 32547 29577 28839 32117 29186

Mittelwerte 32254 28689 29985 31675 28310

Standardabweichung 208,77 886,13 853,61 352,63 874,36

Mittelwert aller 5 Versuche 23977
abzgl. des Leerwertes
Standardabweichung aller 5 1568
Versuche
Kontrolle Leerwert NaCl
1 2 3 4 5 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 27096 28470 28874 26738 29997 Messung 1 6233 6261 6216
Messung 2 27711 29382 29287 27345 28994 Messung 2 6238 6293 6142
Messung 3 26958 29360 28704 26602 28972 Messung 3 6086 6285 6090
Mittelwerte 27255 29071 28955 26895 29321 Mittelwerte 6186 6280 6149
Standardabweichung 327,33 424,83 244.,8 323,01 478,09 Standardabweichung 70,5 13,6 51,7
Mittelwert aller 5 Kontrollen 22094 Mittelwert aller 5 Leer- 6205
abzgl. des Leerwertes werte
Standardabweichung aller 5 1013 Standardabweichung 55
Kontrollen aller 5 Leewerte
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Fluoreszenz von S. aureus nach 8000 Impulsen bei 0,59 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

Versuch
8000 Impulse 1 2 3 4 5

Messung 1 34904 30176 30484 38395 33194

Messung 2 34025 31281 31201 37428 34410

Messung 3 35577 30902 31075 39136 33993

Mittelwerte 34835 30786 30920 38320 33866

Standardabweichung 635,46 458,47 312,56 699,32 504,53

Mittelwert aller 5 Versuche 27541
abzgl. des Leerwertes
Standardabweichung aller 5 2788
Versuche
Kontrolle Leerwert NaCl
1 2 3 4 5 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 29635 33402 31496 32599 34589 Messung 1 6233 6261 6216
Messung 2 29790 31993 31227 32770 35193 Messung 2 6238 6293 6142
Messung 3 29936 31765 31926 32930 34942 Messung 3 6086 6285 6090
Mittelwerte 29787 32387 31550 32766 34908 Mittelwerte 6186 6280 6149
Standardabweichung 122,9 723,96 287,88 135,16 247,75 Standardabweichung 70,5 13,6 51,7
Mittelwert aller 5 Kontrollen 26075 Mittelwert aller 5 Leer- 6205
abzgl. des Leerwertes werte
Standardabweichung aller 5 1668 Standardabweichung 55
Kontrollen aller 5 Leewerte
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Fluoreszenz von S. aureus nach 12.000 Impulsen bei 0,59 mJ/mm?
alle Versuche je 3 mal gemessen;

Versuch
12000 Impulse 1 2 3 4 5
Messung 1 39520 33224 33813 39999 33626
Messung 2 39875 35443 34069 40358 35872
Messung 3 39550 36050 35373 40029 36487
Mittelwerte 39648 34906 34418 40128 35328
Standardabweichung 160,74 1214,66 683,09 162,69 1229,37
Mittelwert aller 5 Versuche 30681
abzgl. des Leerwertes
Standardabweichung aller 5 2473
Versuche
Kontrolle Leerwert NaCl
1 2 3 4 5 Wert 1 Wert 2 Wert 3
Messung 1 30894 31238 28517 31283 31631 Messung 1 6233 6261 6216
Messung 2 32101 31811 29287 32505 32211 Messung 2 6238 6293 6142
Messung 3 30961 31018 30518 31351 31408 Messung 3 6086 6285 6090
Mittelwerte 31319 31356 29441 31713 31750 Mittelwerte 6186 6280 6149
Standardabweichung 553,87 334,26 824,1 560,72 338,45 Standardabweichung 70,5 13,6 51,7
Mittelwert aller 5 Kontrollen 24911 Mittelwert aller 5 Leer- 6205
abzgl. des Leerwertes werte
Standardabweichung aller 5 85 Standardabweichung 55
Kontrollen aller 5 Leewerte
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permeabilisiert

Fluoreszenz von S. aureus nach Permeabilisierung mit Alkohol;

100%-Kontrolle zu den Versuchen mit 2000; 4000; 8000 und 12000 Impulsen

alle Versuche je 3 mal gemessen;

Zu 100 % permeabilisierte und geféarbte Bakterien

Leerwert (Alkohol und Farbstoff)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Messung 1| 185432 169351 165946 180118 176459 Messung 1 7436 7433 7102 7551 7548
Messung 2| 182212 178792 173762 190263 184858 Messung 2 7440 7324 7042 7555 7437
Messung 3| 177979 156137 151902 165919 161368 Messung 3 7347 7503 7213 7461 7619
Mittelwerte | 181874 168093 163870 178766 174228 Mittelwerte 7408 7420 7119 7522 7535
Standardabweichung | 3051,78 9291,2 9044,32 9984,21 9718,91 Standardabweichung | 42,93 73,65 70,84 43,4 74,9
Mittelwert aller 5 Versuche| 165966 Mittelwert aller 5 Leerwerte 7401
abzgl. des Leerwertes
Standardabweichung aller 6637 Standardabweichung aller 5 150,01

5 Versuche

Leerwerte




Fluoreszenz von DNA, human, mit 0,96 mJ/mm?2 und 4000 Impulsen behandelt
alle Versuche je 3 mal gemessen;

DNA in TRIS, nach Be- Versuch DNA in TRIS, unbehan- Kontrolle
handlung geféarbt delt, gefarbt
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Messung 1 68451 44073 43760 54265 61584 Messung 1 92908 87585 77306 91256 88987
Messung 2 63197 41717 45598 58452 62589 Messung 2 97665 86335 75880 90025 84568
Messung 3 61999 43997 43257 56985 63584 Messung 3 85768 89344 72278 93527 91520
Mittelwerte 64549 43262 44205 56567 62586 Mittelwerte 92114 87755 75155 91603 88358
Standard- 2802,14 1093,16 1006,18 1734,66 816,5 Standard-| 4889,3 1234,26 2115,78 1450,55 2872,74
abweichung abweichung
Mittelwert abzgl. des 58731 37444 38387 50749 56768 Mittelwert abzgl des 86296 81937 69337 91603 88358
Leerwertes Leerwertes
Versuch Leerwert
1 3 4 5 Mittelwert TRIS und Farbstoff 1 3 4
(Leewert)
DNA vor ESWT (Kontrol-| 86295,67 81936,67 69336,67 91602,67 88358,33 83506,00 5718 5807 5923 5824
le)
DNA nach ESWT (ver-| 58731,00 37444,33 38387,00 50749,33 56767,67 48415,87 | Mittelwert aller Leerwer- 5818
such) te
Standard- 5,67 1,51 3,05 1,58 3,25 1,77 Standard- 84,03
abweichung Kontrolle abweichung Leerwerte
Standard- 3,25 1,33 1,45 1,89 0,92 3,01
abweichung Versuch
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 Versuch 5 Mittelwert Standardabweichung
DNA vor ESW 103,34 98,12 83,03 109,70 105,81 100,00 9,28
DNA nach ESW 68 46 55 55 64 57,74 7,81

8€T
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