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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Kenntnisse iiber die keimtotenden Eigenschaften von Edelmetallen reichen bis in die
Antike zuriick. Beispielsweise nutzte man diese bereits vor Jahrtausenden, indem Wasser in
Silbergefdalen aufbewahrte, um einer Keimbesiedlung vorzubeugen.

Das Anwendungsspektrum hat sich in der Gegenwart enorm vergréfert. Silberionen werden
in Textilien eingebracht, um durch Mikroorganismen hervorgerufene Erkrankungen der Haut
therapieren zu konnen. Die SeaCell®-Active-Fasern (Lyocell/ Alge/ Ag'-ionen), in denen
Silbernitrat in die Cellulosestruktur der algeninkorporierten Faser eingebunden wird, sollen
diese neuen Entwicklungsansitze verdeutlichen. Gegenwirtig wird die antimikrobielle
Wirkung dieser ,intelligenten Faser durch Suspensions- oder Agardiffusionstest
nachgewiesen.

Eine weitere Entwicklung der Textilindustrie ist ein Flichengebilde, das sogenannte Elitex®,
welches fiir Wirkstoff-Freisetzungssysteme zum Einsatz kommt. Auf einem Silber/PA-

Elitex®-Flichengebilde werden verschiedene Wirkstoffe gespeichert und gezielt abgegeben.

Mit dieser Arbeit sollten mittels der Mikroplatten-Laser-Nephelometrie, welche eine neue
Methode fiir in-vitro Untersuchungen darstellt, die fungiziden Wirkungen der Textilextrakte
nachgewiesen werden.

Bei der Nephelometrie wird die Triibung der Extrakte gemessen. Dies erfolgt anhand des
Streulichts, welches in einem bestimmten Winkel zum Primirstrahl entsteht. Durch die
ermittelten Messdaten konnte bestitigt werden, dass die Laser-Nephelometrie in
Mikrotiterplatten eine besser quantifizierbare und reproduzierbare Methode zum Monitoring
des Wachstums von Mikroorganismen darstellt als die bisher verwendeten Verfahren (z.B.
Agardiffusion).

Die durchgefiihrten Messungen im Mikroplatten-Laser-Nephelometer an Candida albicans
DCM 11225, Candida krusei ATCC 1169 und Candida tropicalis ATCC 6258 erfolgten mit
dem Ziel, den Einfluss von Textilextrakten auf das Wachstum der Pilze zu untersuchen. Die
verwendeten Extrakte wurden nach der DIN-Norm EN ISO 10993-12 zur Testung von
Textilien hinsichtlich ihrer Zytotoxizitit in einer Konzentration von 200 mg/mL hergestellt.
Durch die Mikroplatten-Laser-Nephelometrie konnten die bisher publizierten Ergebnisse
bestitigt werden. Es wurde deutlich, dass eine Reduzierung der Keimzahlen vom
Vorhandensein und dem Anteil an SeaCell® Active-Fasern (Lyocell/ Alge/ Ag*-ionen) in den

Textilien abhédngig ist.
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Anhand der gewonnen Messergebnisse konnte bei F1, einer reinen SeaCell® Active-Faser
(Lyocell/Alge/Ag*-ionen-100%), eine fungizide Wirkung bei allen drei getesteten Candida-
Spezies nachgewiesen werden.

Eine signifikante Wachstumsverzogerung konnte bei den Textilextrakten der
wasserstrahlverfestigten Vliese V1 und V2 beobachtet werden, welche einen geringeren
Anteil an SeaCell® Active-Fasern aufweisen oder die fungizide Wirkung aufgrund ihrer
Verarbeitungsform verloren gegangen ist (V1-SeaCell® Active 20%, Lyocell 80%; V2-
SeaCell® Active 100%).

Bei der algeninkorporierten Lyocellfaser F2 und der reinen Lyocellfaser F3, welche ohne
Silberionen angereichert sind, zeigte sich keine Hemmung des Pilzwachstums (F2-
Lyocell/Alge 100%; F3-Lyocell 100%).

Bei den Elitex®-Garnen konnte eine signifikante Wachstumshemmung aller drei Candida-
Spezies beobachtet werden, welche auf die Silber/PA-Elitex®-Fliachen in den Garnen

zuriickzufiihren ist.

Bei den experimentellen Untersuchungen erwies sich die Mikroplatten-Laser-Nephelometrie
als eine dullerst effiziente Methode zum Monitoring mikrobiellen Wachstums gegeniiber
Extrakten aus Textilien. Derartige Testverfahren konnten in Zukunft zunehmend an
Bedeutung erlangen, um schnell und effizient bei der Herstellung und Testung, sowohl von
Alltagskleidung wie auch von medizinischer Kleidung, zu helfen.

Aus medizinischer Sicht ergeben sich durch den Einsatz der SeaCell® Active-Faser neue
Ansatzpunkte in der Therapie und Pridvention dermatologischer Erkrankungen, wie zum
Beispiel bei Erkrankungen des atopischen Formenkreises. Sowohl die SeaCell® Active-
Fasern als auch die Elitex®-Garne bieten zahlreiche Moglichkeiten zur Therapie

verschiedener Krankheiten.
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2. Einleitung

2.1. Die Haut des Menschen

Die Haut stellt als gro3tes Organ des Menschen die Grenzschicht zur duf3eren Umwelt dar.

Sie besitzt sehr wirksame Schutzmechanismen, welche beispielsweise aus der mechanischen
Barriere, der relativen Trockenheit und dem niedrigen pH-Wert bestehen, und kann dadurch
Infektionen entgegenwirken.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die symbiotische Keimflora, wobei eine residente und eine
transiente Flora zu unterscheiden sind.

Die residente Flora steht mit dem Organismus in Symbiose bzw. Gleichgewicht und ist
permanent auf der Haut vorhanden. Drei Hauptgruppen (Staphylokokken, koryneforme
Bakterien und dem Hefepilz Malassezia) und zwei kleinere Gruppen (mit Mikrokokken und
gramnegativen Keimen) zeichnen die residente Flora aus. Zu ihr gehoren auch verschiedene
Vertreter der Candida-Spezies.

Sie ist abhidngig vom Nihrstoffangebot, sowie vielen anderen Faktoren (Schwitzen,
Lipidangebot usw.) und damit fiir jede Person individuell verschieden.

Im Falle einer Abwehrschwiche, Verletzung oder Zerstorung der normalen Flora konnen die
Keime durch ungehemmtes Wachstum vom Kommensalismus zum Parasitismus iibergehen
(Sander, Elsner 2004).

Indem sich der Mensch bekleidet fiigt er sich eine ,,zweite Haut* zu, die ihn unabhéngiger von
der Umwelt macht. Sie schiitzt zum einen den Organismus und auch das Grenzorgan Haut,
anderseits kann sie aber auch schidigend wirken.

Die Wissenschaft hat in den letzten Jahren mit der Entwicklung neuer Fasern versucht
antimikrobielle Textilien herzustellen, die heutzutage vor allem Anwendung in

Sportbekleidung, Unterwésche, Arbeitskleidung und Hygieneartikeln finden (Elsner 2004).

2.2. Candida-Spezies

Die Candida-Spezies gehoren zur Gattung der Hefenpilze. Hefepilze sind mikroskopisch
kleine, einzellige Lebewesen, die sich unter giinstigen Bedingungen sehr schnell vermehren
konnen. Aber nicht alle Hefepilze sind in der Lage, Menschen krank zu machen. Es gibt viele
verschiedene niitzliche Arten, die zum Beispiel zum Backen und zur Herstellung von Bier und

Wein Verwendung finden.
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2.2.1. Reproduktion und Wachstum

Hefen konnen sich durch die Art und Weise ihrer Vermehrung unterscheiden: sexuell
(teleomorph) oder asexuell (anamorph).

Bei der sexuellen Reproduktion verschmelzen zwei getrennte, kompetente und
komplementire, haploide Zellen miteinander. Dieser Vorgang wird als Heterothallismus
bezeichnet. Im Anschluss an die Karyogamie folgt die meiotische Teilung, bei der aus den
diploiden Zellen wieder haploide entstehen.

Es konnen auch Kerne eines mehrzelligen Thallus miteinander fusionieren, welches dann als
Homothallismus bezeichnet wird.

Bei der asexuellen Reproduktion erfolgt nur eine miotische Teilung der Chromosomen ohne
die Meiose. Es kann auch ein Austausch von Zytoplasma oder eine Karyogamie und Bildung
von diploiden Zellen auftreten, wo es ohne die Meiose zum Austausch von Gensegmenten
kommt. Pilze konnen sich sowohl in der haploiden wie auch in der diploiden Form asexuell
vermehren (C. albicans liegt in diploider Form vor, andere Candida-Spezies in haploider
Form) (Hof 2003).

Wihrend des Wachstums einer Hyphe konnen Pilze sexuelle oder asexuelle Sporen bilden.
Seitlich an der Mutterzelle entsteht durch Knospung (Sprossung) eine Tochterzelle. An der
Knospungsstelle bildet die Mutterzelle eine Zellwand aus, die nach Ablosung der Tochterzelle
als Sprossungsnarbe verbleibt. Diese Zellen konnen durch eine extrazellulire Matrix
miteinander verbunden bleiben

Unter bestimmten Umwelteinfliissen konnen sich diese Zellen strecken und filamentose
Formen annehmen (Abb. 1). Da die Zellen zwar miteinander in Kontakt stehen, aber nicht

miteinander kommunizieren, spricht man von einem Pseudomyzel (Hof 2003).
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Im Gegensatz zu dem schwer zerstorbaren echten Mycel anderer Pilze bricht das
Pseudomycel bei mechanischer Einwirkung an den Polen benachbarter Zellen leicht

auseinander.
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Sprosspilze sind in der Lage bestimmte Enzyme, wie zum Beispiel Esterasen, Lipasen oder
Phosphatasen, zu bilden. So konnen die Hefen unter bestimmten Bedingungen Zellwinde
penetrieren und ins Gewebe eindringen, woraus sich Organ- oder Systemmykosen entwickeln

konnen.

2.2.2. Geschichte und Zahlen

Zum ersten Mal konnte Langenbeck im Mundschwamm (Thrush) 1839 einen hefedhnlichen
Pilz nachweisen. David Gruby machte 1842 diesen Pilz als pathogenes Agens fiir ,,le vrai
Muguet des enfants* (weille Schleimbelédge bei Kindern) verantwortlich (Smith 1980).
Candida albicans wurde 1853 von Robin als Oidium albicans bezeichnet, 1890 wurde es
durch Zopf in Monilia albicans umbenannt, weshalb die entsprechende Krankheit lange als
Moniliasis bekannt war.

Weltweit gibt es mehr als 150 Synonyme, wobei heutzutage die Bezeichnung Candida
bevorzugt wird, welche auf die ,toga candida“ (die weile Robe der romischen
Senatskandidaten) zuriickgeht (Lynch 1994).

Ebenso gibt es fiir das Krankheitsbild einer Candidose zahlreiche Bezeichnungen, wobei im
deutschen Sprachraum ,,Soor* (altdeutsch fiir verdorren, wund machen) als eine Candida-
bedingte Schleimhauterkrankung in den oberen Luftwegen und in der Mundhohle bezeichnet
wird, wihrend man im Englischen von ,,Thrush* und im Franzdsischem von ,,Muguet* spricht

(Rippon 1982).

2.2.3. Vorkommen/Ubertragung/Pridisponierende Faktoren

Die Candida-Pilze siedeln sich nicht selten in geringer Zahl auf den Schleimhiuten des
Gastrointestinaltraktes an, jedoch ohne besondere nachteilige Folgen fiir den Menschen, wenn
er immunkomponent ist.

Erst bei Anderung der Resistenz- oder Immunitiitslage konnen diese fakultativ pathogenen
Pilze zu Infektionen fiithren. In diesem Fall spricht man von endogenen Infektionen.
Anstecken kann man sich allerdings auch durch direkten Kontakt oder iiber Gegenstinde, die
von einem Kranken mit Candidabefall mitbenutzt wurden, wie z.B. Zahnbiirsten, Essgeschirr,
Tassen oder Handtiicher, was als exogene Infektion bezeichnet wird.

Die Immunsuppression ist einer der bedeutendsten Faktoren, die eine Candidose bedingen.
Die Abwehrdefekte konnen anlagebedingt sein. Sie treten an neutrophilen Granulozyten, T-

Lymphozyten, sowie des mononukleidren Phagozytosesystems auf.
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In den meisten Fillen liegt die Ursache aber in den Grunderkrankungen und deren Folgen,
wie z.B. akute Leukdmie, AIDS, Chemotherapie, Drogenabusus, Knochenmarkaplasie,
Splenektomie oder Tumorleiden (Coroline et al. 1969, Lehrer et al., 1969, Breton-Gorius et al.
1975, Tattersall 1975, Xanthou et al. 1975, Provost 1976, Mills et al. 1977, DuPont und
Drouhet 1985, Ghannoum et al. 1988).

Weitere Ursachen konnen pharmakologische Wirkstoffe wie Antibiotika und Kortikosteroide,
iatrogene Faktoren wie intravendse Katheter, mazeriertes Gewebe unter feuchten, warmen
und luftverschlossenen Bedingungen (Verbinde, Windeln) und parenterale Erndhrungssonden
sein. Auch Diabetes mellitus und andere hormonelle Dysfunktionen, Graviditit,
kohlenhydratreiche Nahrung, Adipositas und Infektionen bakterieller oder viraler Genese
konnen zu einer Candidose fiihren.

Gefihrdet sind auch gesunde Sauglinge und gesunde alte Menschen, da bei ihnen die Leistung
des Immunsystems nicht optimal ist.

Daraus ist zu schlussfolgern, dass sich die spezifische Bedeutung jedes einzelnen Faktors fiir
eine Candidose nicht kategorisieren ldsst, denn bei vielen klinischen Féllen bestimmt erst das

komplizierte Zusammenspiel das Ausmalf} der Erkrankung (Ghannoum 1988).

2.2.4. Virulenzfaktoren der Candida-Spezies

Besonders gefihrdet ist der Organismus wenn er bereits in irgendeiner Weise vorgeschadigt
ist (Smith 1980, Rippon 1982).

Wenn es dadurch zu einer Infektion mit Erregern aus den Candida-Spezies kommt, folgt
zunichst eine Erhohung der Keimzahl in den kolonalisierten Schleimhéduten und auch in
normalerweise unbesiedelten Regionen. Dies ist die Voraussetzung fiir ein parasitires
Verhalten, welches sich mit dem Ubergang von der Plastosporen- in die Hyphenform
vollzieht. Dieser Vorgang stellt einen wichtigen Virulenzfaktor dar.

Weitere Virulenzfaktoren sind Adhédrenzfaktoren und Proteasen.

Davis und Denning isolierten 1972 ein Zellwandglykoprotein von C. albicans, welches an
neutrophile Granulozyten bindet und die Freisetzung der Myeloperoxidase aus der Wirtszelle
verhindert. Diese Enzymphosphomannose-Isomerase spielt eine wichtige Rolle bei der

Synthese der Zellwande (Wells 1995).



Einleitung

2.2.5. Krankheitsbild

Das Krankheitsspektrum dieser fakultativ pathogenen Pilze erstreckt sich von harmlos iiber
quélend bis todlich.

Candida albicans ist die am hiufigsten isolierte Spezies (ca. 70%), gefolgt von C. glabrata
(20%), C. tropicalis (3%), C. krusei (2%) und C. parapsilosis (2%) (Hof 2003).

Das Krankheitsbild umfasst unterschiedliche Symptome, je nachdem welches Organ betroffen

ist.

Candidosis intertriginosa

Es bilden sich Erosionen auf Flichen, wo Haut auf Haut liegt und so ein Feuchtigkeitsraum
entsteht. Ein geringfiigiges Nissen und Satellitenherde in der ndheren Umgebung zum
Hauptherd treten ebenfalls auf.

Ein feinlamelloser Schuppensaum bildet den Rand zur gesunden Haut. Es treten im
Anfangsstadium oberflidchliche schlaffe Bldschen oder Pusteln auf, die vor allem in den

groBBen Hautfalten und in den Axillen lokalisiert sind (AWMF Online-Leitlinie 2005).

Candidosis genito-glutealis infantinum

Betroffen sind vor allem Sduglinge in den ersten Lebensmonaten.

Es bilden sich perianal und perigenital vesikupustulose Effloreszenzen, die schnell
konfluieren konnen und somit die gesamte Windelregion abdecken.

Die Haut ist intensiv gerdtet und erscheint oft lackartig glinzend mit einem feinen

Schuppensaum an den Réandern (AWMF Online-Leitlinie 2005).

Candidosis interdigitalis

Die Candidosis beginnt mit kleinen Bldschen, die schnell platzen und einer erosiven Rotung
im Faltengrund weichen. Oftmals kommt es zur Ausbildung schmerzhafter Rhagaden.
Betroffen sind die Interdigitalriume an Hénden und Fiissen. Hiufig sind diese assoziiert mit

Arbeiten oder Aufenthalt in feuchten Bereichen (AWMEF Online-Leitlinie 2005).

Folliculitis barbae candidomycetica

Diese Form ist sehr selten und betrifft die tieferen Hautschichten. Die Pilze dringen in die

Haarfollikel ein, vorzugsweise in der Bartregion (AWMEF Online-Leitlinie 2005).
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Genitalcandidose

Beim Mann kann die Infektion die Glans penis, den Sulcus coconarius, das innere
Préputialblatt, die Urethra und gelegentlich auch die Samenwege betreffen.

Initial finden sich Bldschen und Pusteln, die schnell konfluieren und eine groBflichige,
entziindliche und gerotete Erosion hinterlassen konnen.

Bei der Frau sind Vulva und/oder Vagina betroffen. Das Glukoseangebot in der Vagina, das
zyklisch unterschiedlich ist, ist entscheidend fiir die Pilzkonzentration.

Das klinische Erscheinungsbild der Vulvacandidose ist unterteilt in die vesikulos-papulose,
die diffus-exzematose und die follikuldre Form.

Die Vaginalcandidose geht mit Juckreiz, Fluor, Rotung und zum Teil Schmerzen einher

(AWMF Online-Leitlinie 2005).

Chronische mucocutane Candidose (CMC)

Diese seltene und sehr therapieresistente Form betrifft Schleimhaut, Haut und Négel.

Sie kann zum Teil mit einer Granulombildung einhergehen.

Eine Candida-Stomatitis charakterisiert alle Formen dieser Candidose, die mit Soorbelidgen,
sowie entziindlichen Verinderungen im Pharynx, im Osophagus oder bis in den Darm reichen
kann.

Auch die Zunge kann betroffen sein. Die Nigel sind briichig bis total dystrophisch (AWMF
Online-Leitlinie 2005).

Orale Candidose

Klinisch duBert sich die Infektion durch stippchenformige, spiter konfluierende, weille
abstreifbare Beldge. Unter diesen Beldgen befindet sich eine hochrote Schleimhaut, die beim
Entfernen der Beldge zu bluten beginnt.

Es kann zu Missempfindungen, wie Schmerzen der Mundschleimhaut, Zungenbrennen oder

Geschmacksstorungen kommen (Hof 2003, AWMF Online-Leitlinie 2008).
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2.2.6. Diagnose

Die Diagnosesicherung beginnt mit der klinischen Inspektion.

Von den betroffenen Arealen werden Abstriche genommen und damit ein Nativpriparat und
eine Kultur angelegt. Es stehen verschiedene feste (Sabouraud-Glukose-Agar, Kimmig-Agar)
und fliissige Ndhrboden (Sabouraud-Glukose-Bouillon) zur Verfiigung.

Die Kultur wird bei ca. 37° Celsius im Brutschrank fiir 24 bis 48 Stunden inkubiert. Danach
wird sie auf das Wachstum von Sprosspilzen hin kontrolliert.

Zur Differenzierung der Candida-Art gibt es verschieden Moglichkeiten, wie zum Beispiel
das Anlegen von Subkulturen auf Reis-Agar, der Keimschlauchtest oder verschiedene
biochemische Differenzierungsmoglichkeiten, gemidfl dem Identifizierungssystem 1D32

(AWMF Online-Leitlinie 2005, 2008).

2.2.7. Therapie

Medikamentose Therapie

Zur Behandlung der Hautcandidose werden Polyen-Antimykotika bevorzugt eingesetzt.
Nystatin und Amphotericin B in Form von Pasten oder Cremes sind die Mittel der Wahl.
Alternativ konnen Imidazol-Antimykotika wie Clotrimazol und das Hydroxypyridon
Ciclopiroxolamin angewendet werden. Meist fiihrt die durchgefiihrte Lokalbehandlung zur
Heilung. Wichtig ist, dass die zu behandelnden Areale gut beliiftet werden.

In Einzelfillen ist aber auch die systemische Gabe erforderlich. Hierzu werden die Triazol-
Antimykotika Fluconazol und Itraconazol eingesetzt.

Bei der Candidosis genito-glutealis infantum sollten die Sduglinge zusétzlich oral Nystatin
oder Amphotericin B erhalten.

Die systemische Gabe von Fluconazol oder Itraconazol ist auch bei der Folliculitis barbae
erforderlich.

Die Behandlung der chronischen mucocutanen Candidose gestaltet sich schwierig.

Ziel sollte es sein, den Immundefekt zu beseitigen. Moglichkeiten wiren eine
Knochenmarktransplantation oder eine Behandlung mit Transferfaktor.

Zur Lokalbehandlung kleiner Hautareale wird ein Azolantimykotikum empfohlen, zur
systemischen Gabe Ketoconazol oder Flucanzol.

Die Vaginalcandidose wird lokal mit Polyenen (Nystatin, Amphotericin B), Imidazolen oder
Ciclopiroxolamin-Vaginalia behandelt.

Oral erfolgt die Therapie mit Triazolen (Fluconazol, Itraconazol).

Seit kurzem werden auch wieder vaginale Antiseptika (Octenidin, Hexetidin) angewendet.



Einleitung

Bewihrte Antimykotika vom Polyen-Typ oder Azol-Typ (speziell Miconazol) in Form von
Losungen, Lutschtabletten oder Gelen werden zur Behandlung der oralen Candidose
verabreicht.

Da zunehmend resistente Spezies gegen Antimykotika auftreten steigt das Risiko fiir
Infektionen durch weniger virulente Formen, weshalb eine Dosisanpassung und

Resistenzbestimmung notwendig werden kann (AWMEF Online-Leitlinie 2005 ,2008).

2.3. Atopische Dermatitis (AD)

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch rezidivierende Erkrankung der Haut. Etwa 1-3%
der Erwachsenen und 5-20% der Kinder neigen zu dieser Erkrankung bzw. leiden darunter,
wobei 60% aller AD-Patienten die Krankheit im 1. Lebensjahr und weitere 30% in den
folgenden 4 Jahren entwickeln.

Man unterscheidet entsprechend dem Alter verschiedene Stadien, die sich in ihrem klinischen
Erscheinungsbild 4dndern. Beim Siduglingsekzem zeigen sich alle Zeichen der akuten
Dermatitis mit einem stark exsudativem Charakter, beim Ekzem im Kindesalter nimmt die
entziindliche Gewebeinfiltration kontinuierlich zu und beim Ekzem im Erwachsenenalter sind
die befallenen Hautareale deutlich lichenifiziert, zusitzlich konnen Begleitsymptome wie
Ichthyosis vulgaris und Keratosis pilaris auftreten. Allen Stadien gemeinsam sind das Ekzem
sowie ein starker Juckreiz (Braun 2005).

Zu einem ungiinstigen Krankheitsverlauf tendieren Patienten mit mehreren an AD erkrankten
Familienmitgliedern, die zusitzlich an assoziiertem Asthma bronchiale und allergischer
Rhinitis leiden (Saarinen 1995, Bergmann 1998).

Grundlegende pathogenethische Faktorn fiir das atopische Exzem ist die genetische
Disposition und die Dysbalance des Immunsystems. Durch das Zusammenspiel mit
verschiedenen Provokationsfaktoren kommt es zum Ausbruch der Erkrankung. Zu den
entscheidenden Provokationsfaktoren zidhlen zum Beispiel mikrobielle Einfliisse (Candida-
Spezies, Malassezia-Spezies, S. aureus), irritative Aspekte (Schwitzen, Waschgewohnheiten)
und allergische Komponenten (Textilien, Nahrungsmittel, Aeroallergene). Dabei ist die
Kleidung, neben starkem Schwitzen, Hitze und Fieber, einer der wesentlichsten
Provokationsfaktoren. Zu beachten ist hierbei der Unterschied zwischen den unspezifischen,
irritativen Faktoren und den spezifischen, allergischen Reaktionen. Wihrend das irritative
Potential bestimmter Textilien eine grofe Zahl von Patienten mit atopischem Ekzem betrifft

und besonders im Kindesalter durch einen erhohten Juckreiz zu einer starken

10
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Verschlechterung des Krankheitsbildes fiihren kann, sind allergische Reaktionen auf Textilien
selten (Fischer et al. 2003).

Heutzutage ist das atopische Ekzem therapeutisch gut behandelbar. Je nach Akuitit kommen
Glukokortikosteroide, Immunsuppressiva, Antiseptika, Basispflege usw. zum Einsatz.

Eine komplette Heilung ist aufgrund der genetischen Disposition nicht moglich, allerdings
kann man in den meisten Fillen ein nahezu beschwerdefreies Leben erreichen.

Dariiber hinaus spielt natiirlich auch die konsequente Vermeidung von Provokationsfaktoren
eine entscheidende Rolle (Fischer et al. 2003).

Dort findet sich der entscheidende Ansatzpunkt in der Entwicklung antimikrobieller Textilien.

24. SeaCell® Active-Textilien

Die Haut ist die Grenzfliche zwischen Korper und Umwelt. Jeder Hauttyp hat seine
spezifische Physiologie und schiitzt sich mehr oder weniger gegen duflere Stressfaktoren.
Unsere Kleidung steht im intensiven Kontakt mit der Haut und nimmt eine besondere Stellung
bei der Bewiltigung verschiedener Reizzustinde ein.

Aus diesem Grund hat sich die Textilindustrie in letzter Zeit diesem Problem zunehmend
angenommen. Naturfasern wie Baumwolle und Seide ermoglichen eine gute Beliiftung und
eine bessere Feuchtigkeitsaufnahme im Gegensatz zu Synthetikfasern.

Eine Variante stellt die Verarbeitung von Silber in den Fasern dar, dessen antimikrobielle
Wirkung schon seit langem bekannt ist.

Ein weiterer Ansatzpunkt ist der Einsatz von Chitosanfasern, die aus dem Biopolymer Chitin,
dessen Rohstoffquelle marine Schalentiere bilden, bestehen und antimykotische
Eigenschaften besitzen. Aulerdem sollten Textilien bei mindestens 60°C gewaschen werden,
um Erreger abzutdten. Es gibt auch Hygiene-Wischespiiler (Preventol® R 50), die als
Waschmittelzusatz zur Desinfektion der Textilien bei niedrigeren Temperaturen geeignet sind
(Sander, Elsner 2004).

Da Candida-Spezies und Malassezia-Spezies, besonders aber S. aureus die
Provokationsfaktoren fiir das atopische Ekzem sind, entwickelt man Textilien mit
antimikrobellen Eigenschaften.

SeaCell®-Fasern bestehen aus fein gemahlenem Algenmaterial aus der Gruppe der Braun-,
Rot-, Griin- und Blaualgen, die zudem noch die Fihigkeit besitzen Stoffe zu binden und zu
absorbieren.

Diese Fihigkeit wird speziell fiir die Bindung von Metallen genutzt.
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Besonders die Braunalge Ascophyllum nodosum und die Rotalge Lithothamnium calcareum
werden in der Textilindustrie angewendet.

Meeresalgen finden schon seit lingerer Zeit Verwendung in der Kosmetikindustrie und auch
in der Pharmaindustrie. Ausgenutzt wird dort die Bindung verschiedener Mineralien wie
Calcium, Magnesium und Natrium, die zur Homeostase der Haut beitragen. AuBerdem

werden Kohlenhydrate, Aminosduren, Fette und Vitamine von der Meeresalge aus dem

ZELLULOSE ’

Meerwasser aufgenommen (Hipler et al. 2004).

i Algan ¢ | Suspenzions-
Zedklainering Sugpﬁnnmnn— %hhul'hnrnltung .
herstellung . | | Doslerung |
..... et i

Abb. 2 Schematische Darstellung des SeaCell® Active Herstellungsprozesses
(modifiziert nach Hipler et al. 2004)

Zur Herstellung dieser Faser wird das ZIMMER-Lyocell-Verfahren angewandt (Zikeli 2001).
Gemahlenes Algenmaterial wird dabei pulverférmig oder als Algensuspension direkt der
Cellulose, der Cellulosemaische oder der Spinnlosung zugefiihrt. Diese Zellulosespinnldsung
wird unter Verwendung des Losungsmittels N-Methylmorpholin-N-Oxid hergestellt. Aus
dieser Cellulose-Algen-Spinnlosung wird dann die algeninkorporierte Lyocell-Faser
gesponnen (Abb. 2).
Nach einer Waschung findet der Schritt der Aktivierung statt. Bei diesem Schritt wird die
Fahigkeit zur Bindung von Metallen ausgenutzt. Es konnen dadurch antimykotisch und
antibakteriell wirkende Metalle, wie zum Beispiel Silber oder Zink, vom fertig ausgeformten
cellulosischen Faserkorper gebunden werden.
Aufgrund der sehr seltenen Nebenwirkungen und der seit iiber einem Jahrhundert bekannten
antimykotischen und antibakteriellen Wirkung wird Silber als bevorzugtes Metall in
SeaCell® Active-Fasern verwendet.
Der Aktivierungsschritt bringt den Vorteil, dass das Silber bis in den Kern der fertig

geformten SeaCell®-Faser dauerhaft eingebracht werden kann.
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Silber wird iiber freie Carbonyl-, Carboxy- und Hydroxyl-Gruppen der inkorporierten Alge
und der Cellulose gebunden. Die in Algen vorhandenen Phenole bilden Chelatkomplexe iiber
die Silber aufgenommen wird. Die gleichmifige Verteilung der Algen iiber den gesamten
Faserquerschnitt und das Quellverhalten der Cellulose bedingen, dass die Silberionen
dauerhaft in die Matrix eingebracht werden.

Dies wurde mittels Atomabsorptionsspektroskopie und Kryobruch mit anschlieBender
Darstellung im Rasterelektronenmikroskop analysiert (Hipler et al. 2004).

Der antimykotische und antibakterielle Effekt bleibt durch die geringe Abgabe der
Silberionen langfristig erhalten.

Die guten textilphysikalischen Eigenschaften der SeaCell®-Fasern sorgen fiir eine hohe
Formstabilitét, die cellulosischen Fasern bieten einen angenehmen Tragekomfort.

Die antimykotischen Eigenschaften wurden mit zwei verschiedenen In-vitro-Testsystemen
gegeniiber verschiedenen Pilzen der Candida-Spezies gepriift (Hipler et al. 2004).
Verschiedene Fasern wurden mit Candida-Spezies fiir 24 Stunden inkubiert und anschlieBend
mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer quantifiziert.

AuBerdem wurden die aktiven Pilzspezies mit dem Fluoreszenzfarbstoff FUN-1® angefirbt.
Diese Untersuchungen zeigten antimykotische Wirkungen gegen Candida albicans, Candida
glabrata, Candida  krusei und Candida tropicalis.  Auffallend war die
Konzentrationabhéngigkeit der antimykotischen Wirkung bei den untersuchten Spezies
(Anteil von SeaCell® Active-Fasern im Gewebe) (Hipler et al. 2004).

Auch eine antibakterielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus und Escherichia coli wurde
nachgewiesen, wobei sich ebenfalls eine Konzentrationsabhingigkeit zeigte.

Ob diese Fasern in bioaktiven Textilien Verwendung finden, werden weitere Tests, besonders

In-vivo-Tests am Menschen zeigen.

2.5. Elitex®

Seit jeher sucht die Medizin nach effektiven Systemen, um eine kontrollierte und interaktive
Abgabe von Wirkstoffen zu erméglichen.

Im Rahmen eines Projektes der TIVI Greiz stehen dabei transdermale therapeutische Systeme
im Mittelpunkt des Interesses. Dabei zeigte sich, dass sich verschiedene Wirkstoffe, wie
Acetylsaliylsdure und Nicotinsdure, in Form des Anions als Gegenion in Redoxpolymeren

(intrinsisch leitbare Polymere/ ICP — Intrinsic Conducting Polymers) speichern lassen.
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Durch elektrochemische Oxidation als Anion konnen so chemisch gebundene Wirkstoffe
permanent gespeichert werden und interaktiv mittels eines Potentialpulses oder durch
Reduktionsmittel freigesetzt werden.

Solche ICP-Filme lassen sich durch Textilveredlung auf Elitex®-Textilien permanent

praparieren (Abb. 3) (Neudeck et al. 2007)

Abb. 3 Textilbasiertes interaktives TTS-Gewebe auf der Basis von mit Wirkstoffen beladenen ICP
beschichtetes ELITEX®-Textil
(modifiziert nach TITVMed Greiz, 2007)

2.6. Mikroplatten-Nephelometrie

Die Basis der Nephelometrie beruht darauf, dass sichtbares Licht eine Suspension durchdringt
und das eingestrahlte Licht durch Reflexion, Absorption und Streuung beeinflusst wird. Diese
Beeinflussung des Lichts wurde Ende des 19. Jahrhunderts von Michael Faraday und John
Tyndall als ,,Tyndall-Effekt* beschrieben. Dabei beobachtete der irische Physiker Tyndall die
Streuung elektromagnetischer Wellen an suspendierten kleinen Teilchen.

Je mehr Partikel oder je triiber die Suspension in der Losung ist, desto grosser ist auch die
Menge des gestreuten Lichts, wobei die Energie des gestreuten Lichts der
Partikelkonzentration der Suspension gegeniiber direkt proportional ist (Fouda et al. 2005).
Die Nephelometrie ist ein quantitatives analytisches Verfahren bei dem der Triibungswert von
Fliissigkeiten oder Gasen anhand des Streulichts im bestimmten Winkel zum Primaérstrahl
gemessen wird (Hipler et al. 2003).

Mit dem Triibungswert wird das qualitative Phanomen der Triibung quantitativ erfasst.

Ziel dabei ist es, Informationen iiber den Gehalt an streuenden Partikeln zu erhalten.

Zum einen kann dies durch die Bestimmung des Lichtverlustes des transmittierten Strahls
(Streuungskoeffizient) gemessen werden, zum anderen durch die Messung der Intensitit des
seitlichen Streulichts (Streuintensitit).

Der Streuungskoeffizient entspricht hierbei der Gesamtheit des Streulichts, welches dem

einfallenden Lichtstrahl entzogen wurde.
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Die Streuintensitidt gibt dagegen an, wie viel Streulicht unter einem bestimmten Winkel
abgelenkt wird.

Bei der Laser-Nephelometrie mittels Laser-Mikroplattennephelometer wird der direkte Strahl
ausgeschaltet und das nach vorn gestreute Licht durch Linsen auf einer Photodiode gesammelt
(Fouda et al. 2005).

Anwendung findet die Mikroplattennephelometrie zum Beispiel in der Messung von
Partikelkonzentrationen in einer fliissigen Suspension (Loslichkeitstests), in der Messung der
Partikelprizipitation in einem fliissigen Medium (Immunprizipitation, Proteinpréizipitation)
oder in der Quantifizierung von Makromolekiilen (Polymerisation). Weiterhin wird die
Mikroplattennephelometrie zum Monitoring fiir die antimykotische Wirkung von Chitosanen
genutzt (Seyfarth et al. 2007).

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Nephelometrie dem bisher oft angewandten
Verfahren der Turbidimetrie (Trilbbungsmessung in einem Photometer anhand der
Lichtschwichung eines direkt durch die Suspension gehenden Lichtstrahls) hinsichtlich der
Sensitivitdt iiberlegen ist. Weitere Vorteile sind die Messung sehr geringer
Partikelkonzentrationen, sowie Messungen in den Anfangsphasen des Wachstums von

Mikroorganismen (Hipler et al. 2003, Seyfarth et al. 2007).
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3. Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Wachstums von Candida albicans DSM 11225,
Candida tropicalis ATCC 6258 und Candida krusei ATCC 1169 mit Hilfe des Mikroplatten-
Laser-Nephelometers, unter dem Einfluss verschiedener Textilextrakte.

Fiir die Untersuchung von Textilien auf das Proliferationsverhalten von Candida-Spezies
existieren die Arbeiten von Hipler et al. (2006/2007).

Eine neue Methode zur Untersuchung der Hemmung der Proliferation der Candida-Spezies
stellt die Mikroplatten-Laser-Nephelometrie dar. Hierbei soll untersucht werden, inwieweit
sich die Mikroplatten-Laser-Nephelometrie fiir die Testung bestimmter Textilien eignet, oder
ob es sogar Vorziige gegeniiber anderen Testungsmethoden gibt.

Um die Messungen im Mikrotiterplatten-Laser-Nephelometer durchzufiihren, ist es notwendig
Textilextrakte herzustellen. Die Herstellung erfolgt in Anlehnung an die DIN-Norm EN ISO
10993-12 zur Testung von Textilien hinsichtlich ihrer Zytotoxizitit.

Damit moglichst alle Substanzen im Extrakt vorhanden sind, wird ein Vergleich zwischen
einem 24-Stunden-Ansatz und einem Ansatz iiber 72 Stunden erstellt. Hierbei sollen die
optimalen Bedingungen fiir die Textilextraktherstellung gefunden werden.

Mit der Mikroplatten-Laser-Nephelometrie soll eine neue, aber bereits erfolgreich fiir das
Monitoring von Mikroorganismen eingesetzte Methode auf die Untersuchung von
Textilextrakten angewendet werden. Diese schnelle und einfache Methode soll im Vergleich
zu den bereits etablierten Verfahren fiir die Untersuchung der Wechselwirkungen von

Textilien mit Pilzspezies oder Bakterien beurteilt und evaluiert werden.
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4. Material und Methoden

4.1.
CASY® ton (isotonische Verdiinnung

Chemikalien

fiir fliissige Zellkulturen)

ID 32 (Identifizierungssystem fiir Hefen)
Isotonische Kochsalzlosung (0,9 % NaCl)
McFarland Standard (Standardreihe mit
verschiedenen optischen Dichten)

SABOURAUD-2% Glucose Bouillion (SGB)

4.2.
VARIOKLAV® Typ 400 (Dampfsterilisator)
Biosafe Eco ( Brutschrank 37° C)

Geriite und sonstige Materialien

Breathe- Easy

(Abdeckfolien fiir Mikrotiterplatten)
CASY® Cups (Behilter fiir CASY® ton)
CASY® 1 Modell TT (Zellzéhler und
Analytisches System)

Cell-Star PP-Test Tubes (15 mL, 150 mL)
(sterile Reagenzgliser aus Plastik)
Faltenfilter (Filterpapier)
Gazin-Mullkompressen (10x10)

Gefrierschrank (-80° C)

Gefrierschrank (-20° C)

Glasflaschen und Erlenmeyerkolben
(50mL, 250 mL, 500 mL, 1000mL)
Handschuhe SafeSkin Purple Nitril-xtra
(nicht steril)

Heizplatte IRAMAG REC-G

Kiihlschrank (7° C)

Firma Schirfe System GmbH, Reutlingen

Firma Bio Mérieux, Marcy-1 Etoile
Firma Fresenius Kabi, Bad Homburg

Firma Bio Mérieux, Marcy-1"Etoile

Firma MERCK KGaA, Darmstadt

Firma H + P Labortechnik GmbH, Miinchen
Firma Integra Bioscience, Vancouver

Firma Diversified Biotech, Boston

Firma Schirfe System GmbH, Reutlingen
Firma Schirfe System GmbH, Reutlingen

Firma Greiner bio-one, Frickenhausen

Firma Machery-Nagel GmbH, Diiren
Firma Lohmann und Rauscher
International GmbH, Rengsdorf
Firma Kendro, Hanau

Firma Liebherr

Firma Schott, Jena

Firma Kimberly-Clark, Roswell

Firma JANKE & KUNKEL GmbH,

Staufen i. Br.

Firma Liebherr
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Magnetheizplatte IRAMAG REC-G

Microbank (Gefi3e zum Einfrieren
von Bakterienstimmen)
Mikroschraubrohre 2ml PP
Mikrotiterplatte PS 96 Well sterile
Nalgene, Porengréfe 0.20 um
(sterile Filtration)

Retsch MM 301

(Schwingmiihle mit Mahlbecher)
NEPHELOstar Galaxy
(Mikroplatten-Nephelometer)

PS Mikrotiterplatte 96 Wells steril
Pipetten (verschiedene Grofen)
ROTANTA/RP (Zentrifuge)
Sabouraud-Glukose-Agar mit
Gentamycin-Chloramphenicol (SDA)
Sartorius Minisart

PorengroBe 0.20 um (sterile Filtration)
Schiittler KM-2 AKKU

Spritzen Injekt (3mL, SmL, 10mL)
sterile Osen (verschiedene GroBen)
Tecnoflow (Laminarbox)
Varioklav (Autoklav)

Waage

Wasserbadschiittler GLF-Typ 1083

Firma JANKE & KUNKEL GmbH,
Staufen i. Br.

Firma Pro-Lab Diagnostics, Austin, Texas

Firma Sarstedt, Niirnberg
Firma Greiner bio-one, Frickenhausen

Firma Nalge Nunc International, Rochester

Firma Retsch GmbH, Haan

Firma BMG Labtechnologies, Offenburg

Firma Greiner bio-one, Frickenhausen
Firma Eppendorf, Hamburg
Firma Hettich, Tuttlingen

Firma Biomérieux, Marcy-1 Etoile

Firma Vivascience, Hannover

Firma Johanna Otto GmbH, Hechingen
Firma B. Braun, Melsungen

Firma Greiner bio-one, Frickenhausen

Firma Integra Biosciences, Alleréd

Firma H+P Labortechnik, OberschleiBheim
Firma Sartorius, Gottingen

Firma Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel
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4.3. Untersuchungsmaterialien

Die Textilproben wurden in verschiedenen Zusammensetzungen verwendet (siehe Tab. 2.1.)

Tab.1 Zusammensetzung der Textilproben und Kodierung

Faser Gehalt in % Art der Textilien Kodierung
SeaCell® Active | 100 (LyoCell®/Alge/ Faser F1
100 Ag*-ionen)
SeaCell® 100 100 (LyoCell®/Alge) Faser F2
LyoCell® 100 100 (LyoCell®) Faser F3
SeaCell® Active | 20 (SeaCell® Active) Wasserstrahlverfestigtes | V1
20 nw 80 (LyoCell®) Vlies

non woven
SeaCell®  Active | 100 (SeaCell® Active) Wasserstrahlverfestigtes | V2
100 nw non woven Vlies
Elitex® Unbekannt Rundgestrick Eli

4.4. Zellkulturen
Als Zellkulturen wurden drei verschiedene Candida-Spezies verwendet:

C. albicans DSM 11225, C. krusei ATCC 1169 und C. tropicalis ATCC 6258.

4.5. Software

Microsoft Excel

NEPHELOstar Galaxy Version 4.30-0
SPSS

4.6. Probenaufbereitung

4.6.1. Herstellung des textilen Untersuchungsmaterials

Die Herstellung der Textilextrakte erfolgte nach der DIN-Norm EN ISO 10993-12 fiir die
Testung von Textilien hinsichtlich ihrer Cytotoxizitédt gegeniiber verschiedener Zelllinien.

Die Textilproben wurden mit Hilfe einer Schere zerkleinert. Die Stoffteile sollten nicht groBer
als 0.25 cm? sein.

Vier bis sechs Gramm dieser Textilstiicke wurden in einen verschraubbaren Mahlbecher aus
rostfreiem Edelstahl gegeben. Der Mahlbecher hat ein Fassungsvermogen von 50 mL. Es ist

darauf zu achten, dass die zerkleinerten Stiicke locker in dem Mahlbecher liegen.
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Nach Zugabe von drei Mahlkugeln aus rostfreiem Edelstahl mit einem Durchmesser von 12
Millimeter wurde der Mahlbecher verschlossen, in eine Schwingmiihle eingebracht und fiir
fiinf Minuten bei Frequenz von 30 Hertz geschiittelt.

Die Textilprobe sollte im Anschluss an den Mahlvorgang in feingemahlener Form vorliegen.

4.6.2. Extraktherstellung der Textilien
Ziel war es, eine moglichst grole Textilmenge in die Sabouraud-Glukose-Bouillon
einzubringen.
Da die zu untersuchenden Stoffe eine unterschiedliche Zusammensetzung und auch
Stoffdichte hatten, erwies es sich als schwer die entsprechende Menge zu finden.
Nach mehreren Versuchen stellte sich heraus, dass eine Zusammensetzung von 2000 mg
gemahlenes Textil mit 10 mL SGB das Maximum war, damit die gemahlene Textilmenge
vollstandig mit SGB bedeckt war. Dies entspricht einer Konzentration von 200mg/mL.
2000 mg gemahlene Textilprobe wurden in einen sterilen Erlenmeyerkolben gegeben und im
Anschluss fiir 15 Minuten bei einer Temperatur von 121 °C im Autoklaven autoklaviert.
Danach wurden 10 mL SGB hinzugegeben und die Extraktlosung in einen Wasserbadschiittler
gestellt. Die Arbeiten wurden in einer Laminarbox durchgefiihrt
Jeder Ansatz wurde in zwei verschiedenen Extraktionszeiten in Anlehnung an ISO 10993 —
Teil 12 (1996) hergestellt: 1. (24 + 2) Stunden bei (37 £ 1) °C

2. (72 £2) Stunden bei (37 £1) °C.

4.6.3. Extraktfiltration

Mit Hilfe des Wasserbadschiittlers ist ein groer Teil der Textilien in Losung gegangen. Um
die restlichen festen und fliissigen Bestandteile zu trennen wurde die Textilsuspension auf
eine Mullkompresse {iiberfiihrt. Die Mullkompresse wurde in ein steriles Cellstar
Plastikrohrchen eingebracht und mit dem Schraubverschluss fixiert.

Diese Arbeitsschritte erfolgten ebenfalls unter sterilen Bedingungen in einer Laminarbox.

Die Plastikrohrchen wurden in eine Zentrifuge gestellt und fiir fiinf Minuten bei 2000
Umdrehungen/min zentrifugiert. Dadurch verblieb die feste Phase in der Mullkompresse.
Nach Entfernung der Mullkompresse verblieb die Fliissigkeit im Rohrchen.

Der Ansatz wurde unter einer Laminarbox durch einen Faltenfilter in einen 50 mL

Erlenmeyerkolben filtriert, um groB3e Stoffpartikel zuriickzuhalten.
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Im Anschluss erfolgte die sterile Filtrierung mittels Nalgene-Filtersystemen, wobei ein Filter
mit 0,20 nm Porengrée verwendet wurde, um Bakterien und sonstige Mikroorganismen

zuriickzuhalten.

4.6.4. Extraktaufbewahrung

Die fertigen Extrakte wurden in sterile Cellstar Plastikrohrchen abgefiillt.

Jedes Rohrchen sollte mindestens vier mL des Extraktes enthalten.

Im Anschluss wurden die Rohrchen im Gefrierschrank bei -18 °C eingefroren und bis zu ihrer

Verwendung darin aufbewahrt.

4.7. Pilze

4.7.1. Herstellung einer Sabouraud-Glukose-Bouillon (SGB)

Eine SGB stellt das Ndhrmedium dar, in dem sich die Candida-Spezies sehr gut vermehren
konnen.

Zur Herstellung wurden 30 g Trockenpulver unter Zugabe von einem Liter destilliertes
Wasser in einem Becherglas unter Rithren auf einer Magnetheizplatte gelost. Anschlieend
wurde die Sabouraud-Glukose-Bouillon auf drei Gefdlle verteilt und im Autoklaven fiir 15
Minuten bei 121 °C autoklaviert.

Die fertige Bouillon wurde bei 7 °C in einem Kiihlschrank aufbewahrt.

4.7.2. Anzucht

Die verwendeten Stimme wurden in Kryorohrchen (Mikrobanksystem) aufbewahrt und bei
-80 °C im Tiefkiihlschrank gelagert. Die Anzucht der Pilze erfolgte nach den
Arbeitsanweisungen der Klinik fiir Dermatologie der Friedrich-Schiller-Universitit in Jena.
Aus dem Mikrobankgefdl wurde unter aseptischen Bedingungen eine Kugel des
entsprechenden Pilzes mit einer sterilen Ose entnommen. Mit dieser Kugel erfolgte die
Beimpfung einer Sabouraud-Glukose-Agarplatte. AnschlieBend wurde die Agarplatte fiir
mindestens 24 Stunden im Brutschrank bei 30°C inkubiert.

Die Lagerung der Agarplatte erfolgte bei Raumtemperatur im Labor. Zur Qualitétssicherung
wurden die Pilzkulturen einmal wochentlich auf neue Sabouraud-Glukose-Agarplatten

tiberimpft.
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4.7.3. Identititsiiberpriifung

Zur Identititsiiberpriifung wurde fiir alle drei Candida-Spezies das 1D 32
Identifizierungssystem benutzt.

Dies ist ein miniaturisiertes System zur Identifizierung von Hefen anhand von standardisierten
Assimilationsreaktionen und einer speziellen Datenbasis. Es wird die Tatsache, dass die zu
testenden Hefen Kohlenhydrate in dehydrierter Form verstoffwechseln, zur Differenzierung
der Hefen benutzt. Die differenzierten Eigenschaften der Fermentation und Assimilation der
einzelnen Hefespezies sind die Grundlage des Versuchs. Die verstoffwechselten
Kohlenhydrate sind typbestimmend fiir die Hefen.

Mit einer Ose des zu untersuchenden Materials wurde eine frische Sabouraud-Glukose-

Agarplatte beimpft und fiir 24 Stunden bebriitet.

Durchfiihrung: 1. Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen
2. Referenznummer des Stammes auf einen Streifen schreiben.
3. Eine Ampulle Suspensionsmedium (Aqua dest) mit einer oder

mehreren Kolonien beimpfen und verreiben.

4. McFarland 2 herstellen (Triibung der Suspension).

5. 250 pL der hergestellten Suspension in ein Rohrchen C-Medium
(Agar) geben.

6. Mit einer elektronischen ATP Pipette die Suspension mischen
und 135uL in jede vorgesehene Vertiefung einen Streifen geben.

7. Abdecken und 24 Stunden bis 48 Stunden bei 30 °C inkubieren.

8. Um ein Austrocknen des Streifens zu vermeiden, muss der
Streifen entweder in eine feuchte Kammer gestellt werden oder

eine Wasserwanne im Brutschrank stehen.

Jede Vertiefung wird entsprechend ihrem Ergebnis mit einer Zahl beschriftet. Da die
Vertiefungen in dreier Gruppen eingeteilt sind, wurde aus drei Zahlen die Summe gebildet.
Die erhaltene Zahlenreihenfolge wird dann mit der Referenznummer verglichen.

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Computersystems (Mini API).
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4.8. Vorversuche

4.8.1. Zellzahlbestimmung

Vor den eigentlichen Messungen mit dem Mikroplatten-Nephelometer erfolgte eine
Bestimmung der Zellzahl.

Dazu wurde zunéchst eine 24 Stunden Schiittelkultur des entsprechenden Pilzes angesetzt.
Mit einer sterilen Ose wurden drei bis fiinf isolierte Pilzkolonien von der Agarplatte
abgeimpft und in eine Kulturflasche mit 20 mL SGB iiberimpft.

Die Kulturflasche wurde verschlossen und auf einen Schiittler fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur gestellt.

Aus der Schiittelkultur wurden mit einer Pipette 20 uL entnommen und mit 180 uL CASY®
ton in einer Mikro-Schraubréhre gemischt.

Daraus wurden 20 pL mittels Pipette entnommen und in ein CASY® Cup mit 10 mL
CASY® ton gegeben.

Im CASY® 1 Zellzdhler wird die enthaltene Zellzahl der CASY® Cups bestimmt.

Vor und nach jeder Messung muss mit reinem CASY® ton gespiilt werden, um exakte
Zellzahlen zu erhalten.

Mehrere Probemessungen mit verschiedenen Zellzahlen waren notwendig, um die geeigneten
Zellzahlen zu erhalten.

Die Mikrotiterplatte wurde wie in Tabelle 2.2. dargestellt, mit verschiedenen in Sabouraud-
Glukose-Boillion enthaltenden Zellzahlen pipettiert und iiber 48 Stunden im Mikroplatten-
Nephelometer gemessen.

Es wurden die Zellzahlen 10%/mL, 10"/mL, 10%mL, 10°/mL, 10*/mL und 10°’/mL verwendet.
Im Anschluss an die Messung wurden die Wachstumskurven verglichen.

Die Spalten 8-12 wurden frei gelassen.

Um der jeweiligen Triibung einen Vergleichswert zuordnen zu konnen wurde der McFarland

Standard (McF) mit unterschiedlichen Triibungwerten (0.5-5) in Spalte eins pipettiert.
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Tab.2 Schema der Mikrotiterplatte zur Ermittlung der geeigneten Zellzahl

1 2 |3 (4 |5 |6 |7 [8/9]/10|11 |12

NaCl 10%] 107 [ 10° | 10° | 10* | 10°

McF0,5 | 10% ] 107 | 10° | 10° | 10* | 10°

McF1 | 10%] 107 | 10°] 10° | 10* | 10°

McF2 | 10%] 10" | 10°| 10° | 10* | 10°

McF3 | 10%] 107 | 10°]10° | 10* | 10°

McF4 | 10%] 107 | 10°] 10° | 10* | 10°

Q= = S A R

McF5 |B (B |B |B |B |B

H | NaCl B (B (B |[B |B |B

1073-1078/uL = Zellzahlen; B = Blank (200 uL. SGB); McF = 200 uL McFarland Standard;
NaCl = 200 pL Isotonische Kochsalzlosung (0,9 % NaCl)

Die Wachstumskurven zeigten, dass eine Zellzahl zwischen 0,5 und 2,5 x 105/p.LL ausreicht.
AuBerdem zeigte sich, dass das Maximum des Pilzwachstums je nach Verdiinnung zwischen
neun und fiinfzehn Stunden erreicht war. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden die weiteren

Messungen iiber 24 Stunden durchgefiihrt.

4.8.2. Herstellung verschiedener Extraktkonzentrationen

Ziel war es, Verdiinnungen zu wihlen, die bei allen Textilproben eine mogliche Hemmung,
sowie eine Abstufung in der Hemmung aufzeigten.

Die hergestellte Konzentration von 200 mg/mL wurde weiter verdiinnt, um die
Konzentrationen 150 mg/mL, 100 mg/mL, 75 mg/mL und 50 mg/mL zu erhalten.

Die Extrakte F1 und V1 wurden auf einer Mikrotiterplatte in den unterschiedlichen

Konzentrationen mit C. albicans in einer 24 Stunden Messung untersucht (siehe Tab.2.3.).
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Tab.3 Schema einer Mikrotiterplatte mit verschiedenen Konzentrationsreihen

1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | NaCl P | F1 F1 F1 F1 F1 V1 V1 V1 Vi Vi
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
B | McF0,5 | P | F1 F1 Fl1 Fl1 Fl1 Vi Vi V1 V1 V1
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
C | McF1 P | Fl Fl1 F1 Fl1 Fl1 Vi V1 Vi V1 V1
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
D | McF2 P | Fl Fl1 Fl1 Fl1 Fl1 Vi Vi Vi V1 V1
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/ml) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL) | mg/ml) | mg/ml) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL)
E | McF3 P | F1 F1 F1 F1 F1 V1 V1 V1 Vi Vi
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/ml) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL) | mg/ml) | mg/ml) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL)
F | McF4 P | F1 F1 F1 F1 F1 V1 V1 V1 Vi Vi
(50 (75 (100 (150 (200 (50 (75 (100 (150 (200
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
G | McF5 BP | B B B B B B B B B B
H | NaCl BP | B B B B B B B B B B
B = Blank (50 pL SGB + 150 pLTextilextrakt); BP = Blank Pilz (200 upL SGB);

F1,V1 = Extrakt (50 uL Pilzsuspension + 150 pL Textilextrakt);
P = Pilz (50 pL Pilzsuspension + 150 uL. SGB)

Anhand der Wachstumskurven stellte sich heraus, dass sie ab einer Konzentration von 75
mg/mL nur noch eine geringfiigige Anderung aufzeigten. Aufgrund dieser Erkenntnisse

wurden die Konzentrationen 100 mg/mL, 150 mg/mL und 200 mg/mL gewihlt.

4.9. Vorbereitung der Mikrotiterplatte fiir die Messung

Aufgrund der Vorversuche wurden die Konzentrationen 200 mg/mL, 150 mg/mL und 100
mg/mL gewdhlt, welche sich durch die Zugabe der Pilzsuspension allerdings noch
verringerten.

In ein Well wurden 200 uL pippetiert, somit wurden 50 pL Pilzsuspension und 150 pL
Textilextrakt in ein Well gegeben. Daraus ergaben sich die Konzentrationen 150 mg/mL,
112.5 mg/mL und 75 mg/mL.

Alle folgenden Arbeitschritte fanden unter sterilen Bedingungen in einer Laminarbox statt.

Zuerst wurden die Verdiinnungen der Textilextrakte hergestellt (siehe Tab. 2.4.).
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Tab.4 Verdiinnungsschema der Textilextrakte

Gewiinschte Konz. in mg/mL Herstellung
150 50uL SGB + 150uL Extrakt 200 mg
112.5 37.5uL SGB + 112.5uL Extrakt 150 mg
75 28.125uL SGB + 84.375uL. Extrakt 112.5 mg

Im Anschluss wurde aus der 24-Stunden-Pilz-Schiittelkultur die erwiinschte Zellzahl von
10°/uL erstellt.

Da die gemessenen Zellzahlen hiufig im Bereich von 10%/uL lag, musste die Schiittelkultur
noch entsprechend verdiinnt werden (siehe Tab. 2.3.).

Dabei wurde jeweils 1:10 verdiinnt, das heif3t 1000 uL Pilzsuspension wurden mit 9000 uL
SGB verdiinnt.

Mit dem CASY® 1 Zellzdhler wurde iiberpriift, ob auch wirklich die gewiinschte Zellzahl
erreicht worden war.

Jeweils 50 pL der Pilzsuspension wurden in die Wells mit den Buchstaben E1-3 und P
pipettiert (siche Tab.2.5.). P stellt dabei die Wachstumskurve ohne Zusatz von Textilextrakten
dar, wobei BP die Kontrolle der Wachstumskurve ist (200 uL SGB).

In die Wells mit dem Buchstaben B und E1-3 wurden jeweils 150 puL der jeweiligen
Verdiinnung des entsprechenden Extraktes pipettiert.

Auf jeder Mikrotiterplatte wurden drei verschiedene Extrakte mit demselben Pilz gemessen.
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Tab.5 Vorlage der Mikrotiterplatte zur Messung im Nephelometer

1 2 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NaCl P | El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (112.5 (150 (75 (1125 (150 1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL)
McF0,5 | P | El1 El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (112.5 (150 (75 (1125 (150 1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL)
MCcF1 P | El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (112.5 (150 (75 (1125 (150 (1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
MCcF2 P | El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (1125 (150 (75 (1125 (150 (1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
MCcF3 P | El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (1125 (150 (75 (1125 (150 (1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/ml) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) | mg/mL)
MCcF4 P | El El El E2 E2 E2 E3 E3 E3
(75 (112.5 (150 (75 (1125 (150 (1:75 (112.5 (150
mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL) | mg/mL) | mg/mL) mg/mL)
MCcF5 PB | B B B B B B B B B
NaCl PB | B B B B B B B B B

E1,2,3 = verschiedene Extrakte

4.10. Messung im Mikroplatten-Nephelometer

Zur Vermeidung von Fliissigkeitsverlusten und Kondensationseffekten wurden die

Mikrotiterplatten mit einer transparenten, hydrophoben und gasdurchlédssigen Abdeckfolie

(Breathe-Easy) versiegelt und anschlieBend in das Nephelometer (NEPHELOstar Galaxy)

gegeben.

Es wurde mit Hilfe des Mikroplatten-Laser-Nephelometers die Ausgangszellzahl bestimmt,

das heil3t jedes Well wurde einmalig gemessen.

Danach wurde das Nephelometer fiir die Messung der Wachstumskurve eingestellt. In diesem

Modus misst das Gerit stiindlich die Triibbung in den einzelnen Wells. Hierbei wurden

folgende wesentliche Einstellungen vorgenommen: (siehe Tab.2.6.)
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Tab.6 Einstellung des Nephelometers (NEPHELOstar Galaxy) fiir die Messreihen

Einstellung Erkliarung

Number of cycles: 24 Es wurden 24 Messzyklen eingestellt, da nach 24 Stunden keine
Anderungen mehr auftraten. Dies wurde bei der Messung ohne

Textilproben iiber 24 Stunden festgestellt.

Shaking:  Vor jeder | Um iiber die gesamte Messreihe eine homogene Suspension zu

Messung erhalten, wurde die Platte vor jeder Messung geschiittelt.

Shaking time: 3600 s 3600 s, also 1h wurde die Platte vor jedem Zyklus geschiittelt.

Shaking width: 5Smm Umfang der Bewegung der Mikrotiterplatte

Laser beam focus: | Brennweite des Lasers

2,5 mm

Measurment  intervall | Zeit, die fiir eine Messung eines Wells bendtigt wird

time: 0,1 s
Gain: 155 Verstiarkung
Reading: horizontal Ableserichtung der Wells wihrend der Messung

Incubator: on; bei 30 °C | Erwdrmung und Konstanthalten der Temperatur

4.11. Vitalititskontrolle

Um zu priifen ob die Pilze bei einer vollstindigen Hemmung auch wirklich abgestorben
waren, wurde zur Uberpriifung eine Vitalititskontrolle durchgefiihrt.

Dabei wurde eine Sabouraud-Glukose-Agarplatte mit Proben aus den Wells beimpft.

Die Agarplatte wurde fiir 48 Stunden im Brutschrank bei 30°C inkubiert.

Danach wurde makroskopisch beurteilt, ob Pilzkolonien auf der Agarplatte gewachsen waren

oder nicht.

4.12. Mathematische Auswertung der Messwerte

Die erhaltenen Ergebnisse wurden mathematisch und statistisch wie folgt ausgewertet:

Die Messungen ergaben relative Nephelometer-Units.

Aus den jeweiligen Messwerten wurde der Mittelwert gebildet. Ebenso wurde fiir die Blank-
Werte der Mittelwert gebildet, welcher dann von den Messwerten subtrahiert wurde.

Fiir jeden der drei Pilze mit einem der sechs Textilien wurde eine Wachstumskurve erstellt.

Diese Auswertung wurde mit Hilfe von Microsoft Excel durchgefiihrt.
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Mit Hilfe von SPSS wurde fiir drei verschiedene Zeitpunkte (nach 10, 16 und 20 Stunden) der
Mann-Witney-U-Test errechnet. Hierbei wurde die Signifikanz zur Referenzkontrolle gepriift.
Signifikanzwerte p < 0,05 werden im Folgenden als signifikant bezeichnet.

AuBlerdem wurde mit SPSS fiir die oben genannten Zeitpunkte jeweils noch ein Boxplot

erstellt. In Boxplots werden Median, Interquartilbereich, Ausreiller und Extremfille einzelner

Variablen angezeigt.
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S. Ergebnisse

Der graphische Verlauf iiber 24 Stunden im Excel-Graph zeigt zu jedem Zeitpunkt die
Mittelwerte der Wachstumskurven der drei Konzentrationen, sowie die Mittelwerte der
Standardwachstumskurve.

Um eine Aussage iiber die Verteilung der Einzelwerte machen zu konnen, wurde fiir drei
Zeitpunkte (nach 10, nach 16 und nach 20 Stunden) ein Boxplot erstellt.

Der Mann-Whitney-U-Test wurde anschlieBend zur Bestidtigung der Signifikanz
herangezogen.

Es sollten immer alle Darstellungen und Tests zusammen betrachtet werden, um eine Aussage

iiber eine eventuelle Hemmung treffen zu konnen.

5.1. Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Textilextrakte auf das
Wachstum von Candida albicans (DSM 11225) mit Hilfe des
Mikroplatten-Nephelometers

5.1.1. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (24-Stunden-Ansatz)

In den graphischen Darstellungen zeigt sich, dass der Textilextrakt F1 das Pilzwachstum in

allen drei Konzentrationen komplett hemmt.

Dies bestitigt sich auch im Mann-Whitney-U-Test fiir jede der drei Konzentrationen zu jedem

Zeitpunkt. Die Vitalitidtskontrolle fiel negativ aus.
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Abb.4 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt F1 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (72-Stunden-Ansatz)

Bei dem 72-Stunden-Ansatz zeigen sich die gleichen Ergebnisse wie schon bei dem 24-

Stunden-Ansatz. Auch hier liegt eine komplette Hemmung des Pilzwachstums vor.

Dies ergeben auch der Mann-Whitney-U-Test und die negative Vitalititskontrolle.
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5.1.3. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz)
Anhand der graphischen Darstellungen kann man nicht von einer Hemmung des
Pilzwachstums sprechen.

Die Wachstumskurven mit dem Textilextrakt F2 zeigen kaum Unterschiede zur
Standardwachstumskurve von Candida albicans ohne Inkubation des Textilextrakt.

Dies bestitigt auch der Mann-Whitney-U-Test mit p-Werten von > 0.5.
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Abb.12 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.14. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz)
Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigt sich auch in den graphischen Darstellungen des 72-
Stunden-Ansatz keine Hemmung des Pilzwachstums.

Dies wird im Mann-Whitney-U-Test mit p-Werten > 0.5 bestitigt.
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Abb.16 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.1.5. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz)

Die graphischen Darstellungen der Untersuchungsergebnisse unter dem Einfluss von
Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz) zeigen keine Hemmung des Pilzwachstums.
Dies bestitigen die nicht signifikanten p-Werte (> 0.5) im Mann-Whitney-U-Test bei allen

drei Konzentrationen.
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5.1.6. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (72-Stunden-Ansatz)
Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigt sich auch beim 72-Stunden-Ansatz kein Unterschied
zur Standardwachstumskurve, was gegen eine Hemmung des Pilzwachstums spricht.

Dies beweist auch der Mann-Whitney-U-Test mit p-Werten > 0.5 bei allen Konzentrationen.
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Abb.24 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt F3 (72-Stunden-Ansatz) bei
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5.1.7. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (24-Stunden-Ansatz)
Der Textilextrakt V1 weist in keiner der drei Konzentrationen einen Unterschied zur
Standardwachstumskurve auf. Aus diesem Grund kann man nicht von einer Hemmung des
Pilzwachstums sprechen.

Bestitigt wird dies durch p-Werte > 0.5 im Mann-Whitney-U-Test bei allen Konzentrationen.
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Abb.31 Boxplot nach 20 Stunden

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (72-Stunden-Ansatz)

Bei dem 72-Stunden-Ansatz zeigt sich im Gegensatz zum 24-Stunden-Ansatz eine

inkomplette Hemmung des Pilzwachstums, im Sinne eines verzégerten Wachstums, sowohl

bei der mittleren Konzentrationen von 112.5 mg/mL als auch bei der hochsten (150 mg/mL).

Diese Hemmung spiegelt sich fiir die Konzentration von 112.5 mg/mL bei 10 Stunden und fiir

150 mg/mL bei 10 und 16 Stunden im Mann-Whitney-U-Test wieder.

Fiir die niedrigste Konzentration von 75 mg/mL liegt keine Hemmung des Pilzwachstums vor.
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Abb.32 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt V1 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.9 Mann-Whitney-U-Test

19000 75 mg/mL 10h 16h 20h
11000 Mann-Whitney-U 42.000 | 46.000 | 34.000
10000 Asymptotische
? ; == Signifikanz (2-seitig) 019 0321 .006
8000 Exakte Signifikanz
o —— 2" (1-seitig Sig )] 019 032 .005
o 5000 112.5 mg/mL 10h 16h 20h
7 o Mann-Whitney-U 19.000 | 72.000 | 68.000
B oo Asymptotische
2 Signifikanz (2-seitig) 001 .380 ) .283
2 o Exakte Signifikanz
Standard 75 mg/ml 1125 mg/m 150 mg/ml [2*(1 -seitig Slg)] .000 .399 .300
Abb.35 Boxplot nach 20 Stunden 150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 | 79.000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000 .000 |  .591
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig )] .000| .000| .614
5.1.9. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz)

Anhand der graphischen Darstellungen lidsst sich bei dem Textilextrakt V2 ein zeitlich

versetztes Wachstum feststellen, welches konzentrationsabhingig ist.

Auch hier kann man von einer inkompletten Hemmung des Pilzwachstums sprechen.

Die Hemmung zeigt sich im Mann-Whitney-U-Test fiir die mittlere Konzentration (112.5

mg/mL) bei 10 Stunden und fiir die hochste (150 mg/mL) bei 10 und 16 Stunden. Bei der

niedrigsten Konzentration (75 mg/mL) zeigt sich keine Hemmung des Pilzwachstums.
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Abb.36 Wachstumskurven C. albicans und Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.10 Mann-Whitney-U-Test

0

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml

Abb.39 Boxplot nach 20 Stunden

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U 36.000 .000 | 38.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 0641 000  .084
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitiq Sig)] .069 .000 .091
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U 4.000 | 17.000 | 66.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000 .002) 1.000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig)] .000 .002 | 1.000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 | 26.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000000 .014
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig)] .000 .000 013

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (72-Stunden-Ansatz)

Der 72-Stunden-Ansatz zeigt analog zum 24-Stunden-Ansatz das gleiche Bild einer

inkompletten Hemmung des Pilzwachstums, welche sich im Sinne eines verzogerten

Wachstums darstellt.

Die hochste Konzentration (150 mg/mL) wird am stidrksten gehemmt, die niedrigste (75

mg/mL) zeigt keine Hemmung.
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Tab.11 Mann-Whitney-U-Test

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml

Abb.43 Boxplot nach 20 Stunden

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U 27.000 | 64.000 | 61.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 002,205 157
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig)] .001 217 167
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U 20.000 | 81.000 | 58.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 001 .661) .18
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig)] .000 683 126
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 | 19.000 | 70.000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000 .00 .329
Exakte Signifikanz 000 000 347

[2*(1-seitig Sig.)]
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5.1.11. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex
(24-Stunden-Ansatz)

In den graphischen Darstellungen zeigt sich fiir die geringste Konzentration (75 mg/mL) das

Bild einer inkompletten Hemmung des Pilzwachstums, welche sich im Sinne eines

verzdgerten Wachstums darstellt.

Bei den anderen zwei Konzentrationen wird das Pilzwachstum komplett gechemmt.

Diese bestitigt sich im Mann-Whitney-U-Test und in der negativen Vitalitdtskontrolle.
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Abb.44 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt Elitex (24-Stunden-Ansatz)

bei unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Abb.45 Boxplot nach 10 Stunden Abb.46 Boxplot nach 16 Stunden
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Tab.12 Mann-Whitney-U-Test

12000 + 75 mg/mL 10h 16h 20h
:;ZZZ Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
9000 1 Asymptotische
i Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
7oo0+ Exakte Signifikanz
2*(1-seitia Sig.)] ,000| ,000| ,000
§ 4000 1 100 mg/mL 10h 16h 20h
| Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
1000+ — Asymptotische
} ol == Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
Standard 75 mg/ml 100 mg/mi 150 mg/mi Exakte S|gn|f|kanz 000 000 000
Abb.47 Boxplot nach 20 Stunden [27(1-seitig Sig.)]
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
5.1.12. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex

(72-Stunden-Ansatz)

Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigt sich fiir die niedrigste Konzentration (75 mg/mL) eine

inkomplette Hemmung und fiir die anderen zwei Konzentrationen eine komplette Hemmung

des Pilzwachstums, was im Mann-Whitney-U-Test und in der Vitalititskontrolle bestatigt

wurde.
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Abb.48 Wachstumskurven C. albicans (DSM 11225) und Textilextrakt Elitex (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm

45




Ergebnisse

13000

12000 4

110004

10000 4

9000 4

8000 4

7000 +

6000 4

Nephelometer-Uhits

5000 4

4000 +

3000 4

2000 +

1000 +

1 12 12 12
Standard 75 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/mi

Abb.49 Boxplot nach 10 Stunden

13000

12000 4

110004

10000 4

9000 9

8000 +

7000 +
6000 +

Nephelarreter-Uits

o

5000 +

4000 «

3000 4
2000 o

1000 4

Nephelometer-Uhits
N W
o &
S o
& o

6000 4

N= "
Standard

12

75 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/ml

Abb. 50 Boxplot nach 16 Stunden

Tab.13 Mann-Whitney-U-Test

N

" 12 12 12
Standard 75 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/ml

Abb.51 Boxplot nach 20 Stunden

S.2.

5.2.1.

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
100 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
Exakte Signifikanz 000 000 000

[2*(1-seitig Sig.)]

Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Textilextrakte auf das

Wachstum von Candida krusei (ATCC 1169) mit Hilfe des Mikroplatten-

Nephelometers

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (24-Stunden-Ansatz)

Die Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 zeigen in den graphischen

Darstellungen das Bild einer kompletten Hemmung des Pilzwachstums in allen drei

Konzentrationen.

Dies bestitigt sich im Mann-Whitney-U-Test fiir jede der drei Konzentrationen zu jedem

Zeitpunkt. Ebenso fiel die Vitalitdtskontrolle negativ aus.
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Abb. 52 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt F1 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm

% 4000 § 4000
P P
§ ‘DOZ = | § ° Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml
Abb.53 Boxplot nach 10 Stunden Abb.54 Boxplot nach 16 Stunden
Tab.14 Mann-Whitney-U-Test
12000 75 mg/mL 10h 16h 20h
11000 Mann'WhltnGY'U .000 .000 .000
1:222 Asymptotische
é Signifikanz (2-seitig) 000|000  .000
7000 Exakte Signifikanz
(2*(1-seitia Sig )] 000 | .000 | .000
£ o 112.5 mg/mL 10h 16h 20h
% 3000 Mann-Whitney-U .000 .000 .000
3 Asymptotische
5" — Signifikanz (2-seitig) 000 000 000
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/mi 150 mg/ml Exakte S|gn|f|kanz
Abb.55 Boxplot nach 20 Stund (2-(1-009 919 il il I
. oxplot nac tunden
P 150 mg/mL 10h | 16h | 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] .000 .000 .000
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5.2.2. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (72-Stunden-Ansatz)
Bei dem 72-Stunden-Ansatz zeigt sich das gleiche Bild wie bei dem Ansatz iiber 24 Stunden.
Auch hier ergaben die Untersuchungen eine komplette Hemmung des Pilzwachstums.

Dies zeigt sich auch im Mann-Whitney-U-Test und in der negativen Vitalitdtskontrolle.
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Abb.56 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt F1 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.15 Mann-Whitney-U-Test

120001 75 mg/mL 10h 16h 20h
:;Zzz Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
90001 Asymptotische
00 Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
70001 Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
£ socor 112.5 mg/mL 10h | 16h | 20h
é 3000 4 Mann-Whitney-U 1000 1000 1000
o Asymptotische
B Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000| 000
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml Exakte Slgnlflkanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000

Abb.59 Boxplot nach 20 Stunden

150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000,000,000

Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)]

,000 ,000 ,000

5.2.3. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz)
Da die Wachstumskurven mit Textilextrakt F2  kaum  Unterschiede zur
Standardwachstumskurve zeigen, kann man nicht von einer Hemmung des Pilzwachstums
sprechen, was sich auch in den anderen Darstellungen zeigt.

Der Mann-Whitney-U-Test ist mit p-Werten > 0.5 fiir alle drei Konzentrationen nicht

signifikant.
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Abb.60 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.2.4. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz)

Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigt sich in den graphischen Darstellungen des 72-Stunden-
Ansatzes keine Hemmung des Pilzwachstums.

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt keine Signifikanz (p-Werte > 0.5).
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Abb.64 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz) bei
unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.2.5. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz)
Die Wachstumskurven mit Textilextrakt F3 weisen kaum Unterschiede zur
Standardwachstumskurve auf, es liegt keine Hemmung des Pilzwachstums vor.

(Mann-Whitney-U-Test: p-Werte > 0.5)
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Abb.68 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz) bei
unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.2.6. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (72-Stunden-Ansatz)

Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigen sich beim 72-Stunden-Ansatz keine Zeichen die fiir

eine Hemmung des Pilzwachstums sprechen wiirden. (Mann-Whitney-U-Test: p-Werte > 0.5)
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5.2.7. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (24-Stunden-Ansatz)
Anhand der graphischen Darstellungen lisst sich bei Textilextrakt V1 ein zeitlich versetztes
Pilzwachstum feststellen, welches konzentrationsabhéngig ist.

Hier kann man von einer inkompletten Hemmung des Pilzwachstums sprechen, wobei die
Hemmung fiir die hochste Konzentration am deutlichsten ist und auch am ldangsten anhilt.

Die Hemmung zeigt sich auch im Mann-Whitney-U-Test, allerdings darf anhand der
deutlichen Signifikanz in allen Konzentrationen nicht nur dieser Test isoliert betrachtet

werden, sondern nur in Bezug auf die graphischen Darstellungen.
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Abb.78 Boxplot nach 16 Stunden
Tab.16 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 | 18.000 | 8.000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000003 000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] .000 .002 .000
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 | 60.000 .000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000 711 .000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] .000 .740 .000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] .000 .000 .000
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5.2.8.

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (72-Stunden-Ansatz)

Analog zum 24-Stunden-Ansatz zeigt sich eine inkomplette Hemmung des Pilzwachstums,

die bei der hochsten Konzentration deutlicher ausgeprigt ist als im 24-Stunden-Ansatz.

Das Pilzwachstum setzt erst sehr spit ein.

Im Mann-Whitney-U-Test wird dies bestétigt, wobei wieder eine gleichzeitige Betrachtung

mit den graphischen Darstellungen notwendig ist.
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5.2.9.

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/mi

Tab.17 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 40,000 | 64,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) |00 | 109|902

Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ,000 /118 1,928

112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 34,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) |00 | 000 | .048

Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] 000,000 |,051

150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) | 00 | 000 | .000

Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)]

,000 ,000 ,000

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz)

Anhand der graphischen Darstellungen ldsst sich bei Textilextrakt V2 ein zeitlich verzogertes

Wachstum in allen drei Konzentrationen feststellen, welches bei der hochsten Konzentration

am deutlichsten ausgepragt ist.

Dies spricht fiir eine inkomplette Hemmung des Pilzwachstums, was sich im Mann-Whitney-

U-Test fiir alle drei Konzentrationen zeigt.
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Abb.84 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.18 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 20,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)]

,000 ,000 ,005

,000 ,000 ,004

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/mi 150 mg/mi

Abb.87 Boxplot nach 20 Stunden

5.2.10.

112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 38,000 | 64,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)]

,000 ,084 ,902

,000 ,091 ,928

150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 48,000 | ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)]

,000 ,266 ,000

,000 ,288 ,000

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (72-Stunden-Ansatz)

Die Untersuchungen zeigen auch hier eine inkomplette Hemmung des Pilzwachstums, wobei

sich dies bei der hochsten Konzentration im 72-Stunden-Ansatz ausgeprégter zeigt als im 24-

Stunden-Ansatz.

Der Mann-Whitney-U-Test bestitigt die Hemmung fiir die Konzentrationen von 75 mg/mL

und 112.5 mg/mL bei 10 Stunden und fiir 150 mg/mL zu allen drei Zeitpunkten.
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Tab.19 Mann-Whitney-U-Test

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/mi 150 mg/mi

Abb.90 Boxplot nach 16 Stunden
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75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 | 24,000 | 56,000
E Asymptotische
i j Signifikanz (2-seitig) 0001 .,010) 587
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] 000,009,566
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 | 18,000 | 46,000
] Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000,003 217
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/mi Exakte Slgnlflkanz
[2*(1-seitig Sig.)] 000,002,235
Abb.91 Boxplot nach 20 Stunden 150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 8,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
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5.2.11. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex
(24-Stunden-Ansatz)

Die Untersuchungen ergeben eine deutliche Wachstumsverzogerung fiir die Konzentrationen

von 75 mg/mL und 112.5 mg/mL im Sinne einer inkompletten Hemmung des Pilzwachstums,

sowie eine komplette Hemmung fiir 150 mg/mL.

Dies zeigt sich im Mann-Whitney-U-Test fiir die Konzentrationen von 75 bzw. 112.5 mg/mL

bei 10 Stunden und fiir 150 mg/mL zu allen drei Zeitpunkten.

Die Vitalitdtskontrolle fiir 150 mg/ml fiel negativ aus.

14000

12000

10000

o
- /‘7):,.\
000 /
4000 /
2000
. . 1'_/"‘"—"—‘./‘/

1 2 3 4 5 =1 7 g 9 10 (A 12 13 14 15 16 17 18 19 20 il 22 23024 25
Zeitinh

MephelometerUnits

| —r— 7S mafmL == 112.5 ma/mL 150 mgdmL Standart'

Abb.92 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt Elitex (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm

13000 12000
12000 4

1000074 f
8000
9000 o
8000 4

6000
70004

6000 4
4000

5000 4
4000 9 2000

3000 +

Nephdloreter-Urits
Nepheloreter-Lhits

20004 0 ==
1000 _—

° Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml 200 Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml

Abb.93 Boxplot nach 10 Stunden Abb.94 Boxplot nach 16 Stunden

59



Ergebnisse

Tab.20 Mann-Whitney-U-Test

13000

12000 75 mg/mL 10h 16h 20h
:;ZZZ Mann-Whitney-U ,000 | 36,000 | 48,000
9000 Asymptotische
8000 Signifikanz (2-seitig) 000 064 267
7000 Exakte Signifikanz
E [2*(1-seitig Sig.)] 000 069 288
g o 112.5 mg/mL 10h 16h 20h
% 3000 Mann-Whitney-U ,000 4,000 | 14,000
2000 Asymptotische
§ o Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 | 001
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml Exakte Slgnlflkanz OOO OOO 001
Abb.95 Boxplot nach 20 Stunden [2"(1-seitig Sig.)]
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 ) ,000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
5.2.12. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex

(72-Stunden-Ansatz)
Die Untersuchungen zum Einfluss von Elitex im 72-Stunden-Ansatz zeigen das gleiche Bild
wie der 24-Stunden-Ansatz.

Die Vitalitétspriifung fiir die Konzentration von 150 mg/mL fiel negativ aus.
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Abb.96 Wachstumskurven C. krusei (ATCC 1169) und Textilextrakt Elitex (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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12000 4 12000 _ é
100004 — 10000 T
L ;o
E 2000 o é g 2000
ﬁ 1003' ﬁ g 1002
Abb.97 Boxplot nach 10 Stunden Abb.98 Boxplot nach 16 Stunden
Tab.21 Mann-Whitney-U-Test
75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 | 46,000
9000 + Asymptotische
80001 ? i j Signifikanz (2-seitig) 000 000 132
70001 Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] 000,000 143
£ sooo] 112.5 mg/mL 10h | 16h___ 20h
ﬁ o007 Mann-Whitney-U 000 ,000]| 48,000
10004 Asymptotische
3o P Signifikanz (2-seitig) 000,000,165
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml Exakte Slgnlflkanz
Abb.99 Boxplot nach 20 Stund (2 (1-c0lg 91g.) il W S
. oxplot nac undaen
P 150 mg/mL 10h_| _16h | 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 ) ,000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
5.3. Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Textilextrakte auf das
Wachstum von Candida tropicalis (ATCC 6258) mit Hilfe des
Mikroplatten-Nephelometers
5.3.1. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (24-Stunden-Ansatz)

In den graphischen Darstellungen zeigt sich bei dem Textilextrakt F1 eine komplette
Hemmung des Pilzwachstums bei allen drei Konzentrationen, was der Mann-Whitney-U-Test
fiir jede der drei Konzentrationen zu jedem der drei Zeitpunkte bestitigt.

Die Vitalitdtskontrolle fiel ebenso negativ aus.
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Abb.102 Boxplot nach 16 Stunden

Tab.22 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
] Mann-Whitney-U 000] .000] .000
90001 Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000 000 000
70001 Exakte Signifikanz
woo{ [2*(1-seitig Sig )] 000 | .000| .000
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
3000 « Mann-Whltney-U .000 .000 .000
o Asymptotische
° —— Signifikanz (2-seitig) 000 000 000
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/mi Exakte SlgnlflkanZ
Abb.103 Boxplot nach 20 Stund (2{1-ceig 519 Sl il e
103 Boxplot nach 20 Stunden 150 mg/mL 10h_| _16h | 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig )] .000| .000| .000
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5.3.2. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F1 (72-Stunden-Ansatz)
Bei dem 72-Stunden-Ansatz zeigen sich die gleichen Ergebnisse wie bei dem 24-Stunden-
Ansatz, was fiir eine komplette Hemmung des Pilzwachstums spricht.

Dies ergeben auch der Mann-Whitney-U-Test und die negative Vitalititskontrolle.
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Abb.104 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt F1 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.3.3.
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Tab.23 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] .000 .000 .000
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] .000 .000 .000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U .000 .000 .000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000000 000
Exakte Signifikanz 000 000 000

[2*(1-seitig Sig.)]

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz)

Da die Wachstumskurven mit Textilextrakt F2 in den graphischen Darstellungen kaum

Unterschiede zur Standardwachstumskurve zeigen, kann man nicht von einer Hemmung des

Pilzwachstums sprechen.

Im Mann-Whitney-U-Test zeigen sich dementsprechend Werte von p > 0.5.

12Ul

10000

2000

MephelometarUnits
@
=}
=}
a

g

2000

-2000

20

21

22

23 24

25

Zeitin b

| —— 75 mgiml = 112.5 mg/ml

150 mgsml

Standard |

Abb.108 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt F2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.34. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz)
Die Untersuchungen des 72-Sunden-Ansatzes zeigen das gleiche Bild wie die des 24-
Stunden-Ansatzes, was ebenfalls gegen eine Hemmung des Pilzwachstums spricht.

Der Mann-Whitney-U-Test bestétigt dies mit Werten von p > 0.5.
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Abb.112 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt F2 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Abb.113 Boxplot nach 10 Stunden Abb.114 Boxplot nach 16 Stunden

13000
12000 4
110004

9000 4

80004

70004
6000 4
5000 4
40004
3000 4
20004

1000 4
o

Nephelorreter-LUits

Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/ml

Abb.115 Boxplot nach 20 Stunden

5.3.5. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz)

Die Wachstumskurven mit Textilextrakt F3 weisen kaum Unterschiede zur
Standardwachstumskurve auf, aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass keine Hemmung
des Pilzwachstums vorliegt.

Unterstiitzt wird dies im Mann-Whitney-U-Test mit Werten p > 0.5.
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Abb.116 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt F3 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.3.6. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt F3 (72-Stunden-Ansatz)
Analog dem 24-Stunden-Ansatz zeigen die Untersuchungen bei dem 72-Stunden-Ansatz auch
keinerlei Zeichen, die auf eine Hemmung des Pilzwachstums durch das Textilextrakt F3

hinweisen. (p-Werte im Mann-Whitney-U-Test > 0.5)
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Abb.120 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt F3 (72-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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5.3.7. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (24-Stunden-Ansatz)
Der Einfluss des Textilextrakts V1 zeigt fiir die Konzentration von 75 mg/mL ein verzogertes
Wachstum in den graphischen Darstellungen, was sich auch bei 10 Stunden im Mann-
Whitney-U-Test zeigt. Fiir die Konzentration von 112.5 mg/mL gilt dies ebenfalls. Im Mann-
Whitney-U-Test zeigt sich dies bei 10 und 16 Stunden. Bei den beiden Konzentrationen
handelt es sich um eine inkomplette Hemmung des Pilzwachstums.

Fiir die hochste Konzentration von 150 mg/mL zeigt sich eine komplette Hemmung des
Pilzwachstums, die zu allen drei Zeitpunkten im Mann-Whitney-U-Test bestatigt wird.

Die Vitalitdtskontrolle fiel negativ aus.
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Abb.124 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und V1 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.24 Mann-Whitney-U-Test
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5.3.8.

|

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 | 46,000 | 60,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 00021771
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] 000 235,740
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 | 22,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000 1,000,007
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,006
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz 000 000 000

[2*(1-seitig Sig.)]

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V1 (72-Stunden-Ansatz)

Wie schon im 24-Stunden-Ansatz ergeben die Untersuchungen des 72-Stunden-Ansatzes ein

dhnliches Bild, allerdings beginnt die komplette Hemmung bereits bei einer Konzentration

von 112.5 mg/mL.

Dies bestitigen auch der Mann-Whitney-U-Test und die negative Vitalititskontrolle.
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Abb.128 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt V1 (72-Stunden-Ansatz) bei
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Tab.25 Mann-Whitney-U-Test
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75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 | 45,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,028
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000 | 028
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 | 000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
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5.3.9. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz)
Die graphischen Darstellungen fiir die Konzentrationen 75 und 112.5 mg/mL zeigen eine
inkomplette Hemmung des Pilzwachstums, die sich auch im Mann-Whitney-U-Test
widerspiegelt.

Hier ist es notwendig, sowohl die graphischen Darstellungen als auch den Signifikanztests
gemeinsam zu betrachten.

Fiir die Konzentration von 150 mg/ml zeigt sich in den graphischen Darstellungen und auch

in den Tests eine komplette Hemmung des Pilzwachstums.

Die Vitalitdtskontrolle fiel negativ aus.
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Abb.132 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt V2 (24-Stunden-Ansatz) bei

unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.26 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/mi

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 | 18,000 | 34,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000,003,048
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] 000 002 051
112.5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
Exakte Signifikanz 000 000 000

[2*(1-seitig Sig.)]

Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt V2 (72-Stunden-Ansatz)

Die Untersuchungen zum 72-Stunden-Ansatz zeigen eine Hemmung des Pilzwachstums, die

sich ausgeprigter darstellt als bei dem 24-Stunden-Ansatz.

Fir die Konzentration von 75 mg/mL zeigt sich eine inkomplette Hemmung und fiir die

anderen zwei Konzentrationen eine komplette Hemmung des Pilzwachstums, was sich auch

im Mann-Whitney-U-Test widerspiegelt.

Die Vitalitdtskontrolle fiir die Konzentrationen 112.5 und 150 mg/mL fiel negativ aus.
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Abb.136 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt V2 (72-Stunden-Ansatz) bei
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Tab.27 Mann-Whitney-U-Test
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75 mg/mL 10h | 16h | 20h
Mann-Whitney-U 000 ,000| 4,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 ) ,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
112.5 mg/mL 10h | 16h | 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
150 mg/mL 10h | 16h | 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,000 | ,000 000
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
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5.3.11. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex
(24-Stunden-Ansatz)

Anhand der graphischen Darstellung zeigt sich eine inkomplette Hemmung des

Pilzwachstums fiir die Konzentration von 75 mg/mL, die sich auch im Mann-Whitney-U-Test

bei 10 Stunden widerspiegelt.

Die Untersuchungen ergeben fiir die Konzentrationen 112.5 und 150 mg/mL eine komplette

Hemmung des Pilzwachstums, was sich im Mann-Whitney-U-Test zu jedem Zeitpunkt zeigt.

Die Vitalitatskontrolle fiel negativ aus.
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Abb.140 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt Elitex (24-Stunden-Ansatz)

bei unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.28 Mann-Whitney-U-Test

120001 75 mg/mL 10h 16h 20h
ooco] Mann-Whitney-U 000 | 64,000 | 56,000
90001 Asymptotische
JOS == ? Signifikanz (2-seitig) 000,802,537
7000 1 Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] 000,928 566
£ socor 112.5 mg/mL 10h 16h | 20h
ﬁ 30001 Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
?ZZZ Asymptotische
3o —_— = Signifikanz (2-seitig) 000,000,000
Standard 75 mg/ml 112.5 mg/ml 150 mg/mi Exakte Slgnlflkanz
* P ,000 ,000 ,000
Abb.143 Boxplot nach 20 Stunden [27(1-seitig Sig.)]
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000 ,000 ;000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
5.3.12. Untersuchungen zum Einfluss von Textilextrakt Elitex

(72-Stunden-Ansatz)
In den graphischen Darstellungen zeigt sich das Bild einer kompletten Hemmung des
Pilzwachstums fiir alle drei Konzentrationen, wobei die Hemmung des Pilzwachstums im 72-
Stunden-Ansatz sehr viel deutlicher ausfiel als im Ansatz iiber 24 Stunden.
Der Mann-Whitney-U-Test bestdtigt dies zu allen Zeitpunkten und auch die

Vitalitdtskontrolle fiel negativ aus.

Abb.144 Wachstumskurven C. tropicalis (ATCC 6258) und Textilextrakt Elitex (72-Stunden-Ansatz)

bei unterschiedlichen Konzentrationen im Diagramm
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Tab.29 Mann-Whitney-U-Test

75 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
112,5 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz
[2*(1-seitig Sig.)] ;000,000,000
150 mg/mL 10h 16h 20h
Mann-Whitney-U ,000 ,000 ,000
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ;000,000,000
Exakte Signifikanz 000 000 000

[2*(1-seitig Sig.)]
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54. Zusammenfassung der Versuchsergebnisse

Tab.30 Zusammenfassung der Ergebnisse

Textilextrakt 75 mg/mL 112.5 mg/mL 150 mg/mL
C. albicans

F1 (24-Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F1 (72 Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F2 (24-Stunden)

keine Hemmung

Keine Hemmung

keine Hemmung

F2 (72 Stunden) keine Hemmung Keine Hemmung keine Hemmung
F3 (24-Stunden) keine Hemmung Keine Hemmung keine Hemmung
F3 (72 Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung

V1 (24-Stunden)

keine Hemmung

keine Hemmung

keine Hemmung

V1 (72 Stunden)

keine Hemmung

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

V2 (24-Stunden)

keine Hemmung

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

V2 (72 Stunden) keine Hemmung Hemmung inkomplett | Hemmung inkomplett
Elitex (24-Stunden) | Hemmung inkomplett | Hemmung komplett | Hemmung komplett
Elitex (72 Stunden) | Hemmung inkomplett | Hemmung komplett | Hemmung komplett

C. kr

usei

F1 (24-Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F1 (72 Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F2 (24-Stunden)

keine Hemmung

keine Hemmung

keine Hemmung

F2 (72 Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung
F3 (24-Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung
F3 (72 Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung

V1 (24-Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

V1 (72 Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

V2 (24-Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

V2 (72 Stunden) Hemmung inkomplett | Hemmung inkomplett | Hemmung inkomplett
Elitex (24-Stunden) | Hemmung inkomplett | Hemmung inkomplett | Hemmung komplett
Elitex (72 Stunden) | Hemmung inkomplett | Hemmung inkomplett | Hemmung komplett

C. tropicalis

F1 (24-Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F1 (72 Stunden)

Hemmung komplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

F2 (24-Stunden)

keine Hemmung

keine Hemmung

keine Hemmung
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F2 (72 Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung
F3 (24-Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung
F3 (72 Stunden) keine Hemmung keine Hemmung keine Hemmung

V1 (24-Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

Hemmung komplett

V1 (72 Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung komplett

Hemmung komplett

V2 (24-Stunden)

Hemmung inkomplett

Hemmung inkomplett

Hemmung komplett

V2 (72 Stunden) Hemmung inkomplett | Hemmung komplett | Hemmung komplett
Elitex (24-Stunden) | Hemmung inkomplett | Hemmung komplett | Hemmung komplett
Elitex (72 Stunden) | Hemmung komplett Hemmung komplett | Hemmung komplett
5.5. Vergleich des 24-Stunden-Ansatz mit dem 72-Stunden-Ansatz

Beim Ansatz der Textilextrakte iiber 72 Stunden prigt sich die Wachstumsverzogerung
deutlicher aus als im 24-Stunden-Ansatz. Dies ist besonders deutlich bei den Textilextrakten
V1 und V2 zu erkennen.

Das Textilextrakt V1 wird im 24-Stunden-Ansatz unter dem Einfluss von Candida albicans
gar nicht gehemmt, im 72-Stunden-Ansatz findet man eine Wachstumsverzogerung von 5
Stunden. Bei dem Textilextrakt V2 betrdagt die Wachstumsverzogerung beim 24-Stunden-
Ansatz 7 Stunden und beim 72-Stunden-Ansatz 8 Stunden.

Ahnlich verhilt es sich unter dem Einfluss von Candida krusei. Bei V1 betrigt die
Wachstumsverzogerung im 24-Stunden-Ansatz 12 Stunden, im 72-Stunden-Ansatz 14
Stunden. Bei dem Textilextrakt V2 verzogert sich das Wachstum im 24-Stunden-Ansatz um 8

Stunden, im 72-Stunden-Ansatz um 20 Stunden.
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6. Diskussion

6.1. Herstellung der Textilextrakte

Ziel dieser Arbeit war es, die durch Hipler et al. 2005 gewonnenen Untersuchungsergebnisse
zur Hemmung des Pilzwachstums im Zusammenhang mit den SeaCell®-Textilien mittels des
Mikroplatten-Nephelometers zu untersuchen.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten das Pilzwachstum zu beurteilen, vom Zihlen der Zellen
bis zur Messung der Fluoreszenz mit Hilfe von Alamar Blue® (Seyfarth 2007). Um
Messungen mit dem Mikroplatten-Nephelometer moglich zu machen, mussten die
Inhaltsstoffe aus verschiedenen Textilien in Losung gebracht werden. Damit moglichst viele
Inhaltsstoffe aus den Fasern in Losung gehen, wurden die Textilien zerkleinert und mit einer
Schwingmiihle gemahlen. Dies zerstorte die Textilstruktur und ermoglichte eine grof3e
Angriffsflache. Durch zahlreiche Vorversuche, unter anderem mit destilliertem Wasser oder
NaCl-Losung, erwies sich Sabouraud-Glucose Bouillon als optimales Medium fiir Textilien
und Pilze. Das entscheidende Problem mit einer NaCl-Losung war, dass die Silberionen aus
den Fasern mit den Chloridionen zu Silberchlorid reagierten. Seyfarth et al. 2007 nutzten
Sabouraud-Glucose Bouillon, um die Wirkung von Chitosanen auf verschiedene Pilzspezies
zu testen.

Die zerkleinerten Textilien wurden zusammen mit der Sabouraud-Glucose Bouillon iiber 24
bzw. 72 Stunden in einem Wasserbad bei 37°C geschiittelt. Es zeigte sich eine deutlich
stairkere Hemmung des Pilzwachstums im 72-Stunden-Ansatz, was damit zu begriinden ist,

dass eine groflere Menge an Inhaltsstoffen aus den Fasern in Losung gehen kann.

6.2. Nachweis antimykotischer Eigenschaften von SeaCell® Active-, SeaCell®- und
LyoCell®-Textilextrakten auf Candida albicans, Candida krusei und Candida tropicalis
mit Hilfe der Mikroplattennephelometrie

Der Einfluss der hergestellten Textilextrakte auf die verschiedenen Pilzspezies der Candida-
Familie (Candida albicans, Candida krusei und Candida tropicalis) wurde mit Hilfe des
Mikroplatten-Nephelometers untersucht.

Wichtig war es, Extraktkonzentrationen zu finden mit denen ein Abtdten der Keime erreicht
werden konnte. Dabei hatte sich in zahlreichen Voruntersuchungen eine Konzentration der
Extrakte von 150 mg/mL als giinstig erwiesen, weswegen dieser Wert als Bereich der

maximalen Konzentration festgelegt wurde. Um einer differenzierten Betrachtung der
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Wirkung gerecht zu werden, wurden noch zwei weitere Verdiinnungen (100 mg/mL, 75
mg/mL) der Extrakte hergestellt.

Die in den Untersuchungen ermittelten Messwerte bestitigen die Untersuchungsergebnisse
von Hipler et al. 2005. Durch diese Untersuchungen wurde der Nachweis erbracht, dass die
verschiedenen Textilien eine unterschiedliche hemmende Wirkung auf alle drei Candida-
Spezies ausiiben. Die Effekte, welche die verschiedenen Textilien bei der klassischen
Inkubation mit den Pilzen erzeugten, wurden in einer Neubauer-Zihlkammer und mittels
Fluoreszenzfiarbung mit FUN-1® quantifiziert. Die Ziahlung und auch die Fluoreszenzfiarbung
fanden nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden bei 30°C statt. Die Fluoreszenzfarbung mit
FUN-1® férbt die aktiven Pilzspezies an (Millard et al 1997).

Aus den Abbildungen 147, 148 und 149 wird ersichtlich, das die antimykotische Wirkung bei
einem Gehalt von 100% SeaCell® Active (SCA 100) am groBten ist. Bei der anschlieBenden
Zihlung wurde eine um 80-90% geringere Pilzmenge im Vergleich mit einer Kontrolle
gefunden. Eine geringere antimykotische Wirkung zeigten die 100% SeaCell® Active non

woven-Textilien.

C.albicans DSM 11225 C.krusei ATCC 6258
10" 9 —— control 10%5 == control
I 4 | ==
ggmi — 100 E_:ms
EE s
% Ejps» § Eqoe
104
o 4 ] 24
e 3tim!:2: (hrs of in:ubai;nn); - = 3
Abb. 148 Antimykotische Wirkungen Abb. 149 Antimykotische Wirkungen
von 100% SeaCell® Active (SCA 100), von 100% SeaCell® Active (SCA 100),
SeaCell® (SC 100) und LyoCell® (LC 100) SeaCell® (SC 100) und LyoCell®
auf Candida albicans (DSM 11225) (LC 100) auf Candida krusei (ATCC 6258)
(modifiziert nach Hipler et al. 2005) (modifiziert nach Hipler et al. 2005)
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Abb. 150 Antimykotische Wirkungen

von 100% SeaCell® Active (SCA 100),

SeaCell® (SC 100) und LyoCell® (LC 100)

auf Candida tropicalis (ATCC 1169)

(modifiziert nach Hipler et al. 2005)
In einer weiteren Testserie wurden auch die antibakteriellen Wirkungen von SeaCell® Active-
Fasern gegen Escherichia coli und Staphylococcus aureus untersucht. Auch hier konnte eine
dosisabhiingige Inhibierung des Bakterienwachstums beschrieben werden, mit der hochsten
Wirkung bei einem Gehalt von 100% SeaCell® Active (SAC 100) (Hipler et al. 2005).
Fiir die abschlieBende und zusammenfassende Interpretation der Ergebnisse muss man die
Gesamtheit aller Messungen in Betracht ziehen. Die folgenden Diagramme (Abb.148-153)
zeigen zusammengefasst die Ergebnisse der durchgefiihrten in-vitro Tests, welche durch die
Mikroplattennephelometrie ermittelt wurden, jeweils fiir die hochste Konzentration von 150
mg/mL.
Der Inhalt der Wells der Mikrotiterplatte, in denen die Nephelometer-Units auf Null
abgesunken sind, wurden auf eine Sabouraud-Glukose-Agarplatte iiberimpft. Wenn nach 48
Stunden bei einer Temperatur von 30°C kein Pilzwachstum festgestellt werden konnte, war

der Nachweis erbracht, dass der entsprechende Textilextrakt die Pilze abgetotet hat.

Candida albicans mit Textilextrakten (24-Stunden-Ansatz)
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Abb.151 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte mit

Candida albicans (24-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)
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Candida albicans mit Textilextrakten (72-Stunden-Ansatz)
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Abb.152 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte
mit Candida albicans (72-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)

Candida krusei mit Textilextrakten (24-Stunden-Ansatz)
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Abb.153 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte
mit Candida krusei (24-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)

Candida krusei mit Textilextrakten (72-Stunden-Ansatz)
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Abb.154 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte
mit Candida krusei (72-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)
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Candida tropicalis mit Textilextrakten (24-Stunden-Ansatz)
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Abb.155 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte
mit Candida tropicalis (24-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)

Candida tropicalis mit Textilextrakten (72-Stunden-Ansatz)
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Abb.156 Zusammenfassende graphische Darstellung der Textilextrakte
mit Candida tropicalis (72-Stunden-Ansatz, Konz.150 mg/mL)

Der Textilextrakt F1, bestehend aus 100% SeaCell® Active-Fasern (Lyocell/ Alge/ Ag'-
ionen), weist eine besonders intensive wachstumshemmende Wirkung bei allen drei Candida-
Spezies auf. Die Tatsache, dass es unter dem Einfluss von Textilextrakt F1 zu einem
Absterben der Keime kommt, verdeutlicht die Abhingigkeit der Wirkung von der Dosierung
und des Gehaltes an SeaCell® Active-Fasern (Hipler et al. 2005). Da bei F1 der Gehalt an
SeaCell® Active-Fasern (Lyocell/ Alge/ Ag*-ionen) 100% betrigt, fillt der antimykotische
Effekt, verglichen mit den iibrigen experimentell ermittelten Ergebnissen, am deutlichsten
aus. Durch die besondere Fihigkeit der Lyocell/Alge-Faser Silberionen zu absorbieren wird
der abtotende Effekt des Silbers auf Pilze ausgenutzt. Die Fasern haben die grof3te Oberflidche,
die es ermdglicht Silberionen in groen Mengen aufzunehmen.

Das Wachstum von Candida albicans und Candida krusei wird unter dem Einfluss von
Textilextrakt V2 (wasserstrahlverfestigtes Vlies aus 100% SeaCell® Active non woven)

inkomplett gechemmt, wohingegen Candida tropicalis komplett gehemmt wird.
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Die Untersuchungsergebnisse der Messungen der Extrakte des wasserstrahlverfestigten
Vlieses V2 verdeutlichten einen zweiten wesentlichen Aspekt, wenn es um die Fragestellung
der antimykotischen Wirkung geht. Bei diesen Extrakten, die ebenfalls einen Gehalt von
100% SeaCell® Active-Fasern (Lyocell/ Alge/ Ag*-ionen) aufweisen, konnte die erwartete
Hemmung, wie sie durch Textilextrakte F1 verursacht wurde, nicht beobachtet werden. Die
Untersuchungen zeigten nur bei Candida tropicalis eine komplette Hemmung, bei den
anderen beiden Candida-Spezies trat unter dem Einfluss der mit 150 mg/mL hochsten
Konzentration lediglich eine Wachstumsverzogerung von maximal 14 Stunden (im 72-
Stunden Ansatz bei Candida krusei) auf. Auf Grund dieser Tatsache liegt die Vermutung
nahe, dass nicht allein der Gehalt der SeaCell® Active-Fasern fiir die antimykotischen
Wirkungen ausschlaggebend ist, sondern auch deren Verarbeitungsform.

Die bearbeitete Schicht in einem Vliesstoff besteht nach ISO 9092 aus einem Vlies- bzw.
Faserflor, wobei die Fasern sowohl ausgerichtet als auch wahllos zueinander angeordnet sind.
Sie werden durch Reibung, Kohision und Adhision verbunden (Massenaux G. 2000). Durch
das ,,Verwirbeln®, ein physikalisches Verfestigungsverfahren mechanischer Art, wird das
Vlies verfestigt, um somit den tdglichen Anforderungen gerecht zu werden. Hierbei werden
durch einen Wasserstrahl mit einer bestimmten Mindestenergie die Fasern erfasst,
umorientiert und somit verwirbelt, verschlungen oder verknotet (Miinstermann et al. 2000).
Vorstellbar ist, dass so die Oberfliche einer einzelnen Faser in einem Flichengebilde
verkleinert wird und aufgrund dieses Oberflichenschwundes konnen weniger Silberionen pro
Faser freigesetzt werden.

Weiterhin wire eine Reduzierung der Silberionen durch das Auftreffen des energiereichen
Wasserstrahls denkbar.

Anhand dieser beiden Hypothesen soll versucht werden, die Verringerung der Wirksamkeit
gegeniiber F1 zu erkldren. Die Literatur bietet dazu noch keine ausreichenden Angaben.

Fiir den Textilextrakt V1 (wasserstrahlverfestigtes Vlies aus 20 % SeaCell® Active und 80%
Lyocell® non woven) zeigt sich bei Candida albicans im 24-Stunden Ansatz keine
Hemmung, allerdings zeigt sich im 72-Stunden-Ansatz eine zeitweise und damit inkomplette
Hemmung. Candida krusei zeigt diese inkomplette Hemmung in beiden Ansitzen, das
Wachstum von Candida tropicalis wird in beiden Ansitzen sogar komplett gechemmt.

Die Wachstumsverzogerung von V1 im Vergleich zu F1 ldsst sich mit dem Anteil von
lediglich 20% SeaCell® Active-Fasern begriinden. Am Beispiel Candida albicans wurde eine
Wachstumsverzogerung von 5 Stunden gemessen, bei Candida krusei sogar eine

Wachstumsverzogerung von 20 Stunden.
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Bei hoheren Konzentrationen der Textilien im Extrakt konnte wahrscheinlich auch bei
denjenigen Versuchen, wo es lediglich zu einer Wachstumsverzogerung gekommen ist, eine
komplette Hemmung beobachtet werden. Durch den Versuchsaufbau ist unter den gegebenen
Umstinden momentan die Herstellung hoherer Konzentrationen als 200 mg/mL nicht
moglich.

Bei den Extrakten der Fasern F2 (SeaCell®, 100%) und F3 (Lyocell, 100%) sind keine
SeaCell® Active-Fasern vorhanden, weshalb hier keine hemmende Wirkung auf das
Pilzwachstum nachgewiesen werden konnte.

Das Wachstum von Candida tropicalis wurde bei den Textilextrakten F1, V1 und V2
komplett gehemmt, wohingegen Candida krusei und Candida albicans bei den
Textilextrakten V1 und V2 lediglich eine Wachstumsverzogerung aufweisen. Diese ist bei
Candida krusei ausgepragter als bei Candida albicans. Diese Tatsache lidsst die Vermutung
zu, dass Candida albicans am widerstandsfihigsten gegeniiber der antimykotischen Wirkung

der Silberionen ist. Demnach reagiert Candida tropicalis sehr sensibel auf die Silberionen.

6.3. Nachweis antimykotischer Eigenschaften von ELITEX®-Textilextrakten auf
Candida albicans, Candida krusei und Candida tropicalis wmit Hilfe der
Mikroplattennephelometrie

Analog zu den beschriebenen Untersuchungen wurde hier der Einfluss der hergestellten
Elitex®-Textilextrakte auf die verschiedenen Pilzspezies der Candida-Familie (Candida
albicans, Candida krusei und Candida tropicalis) mittels des Mikroplatten-Nephelometers
untersucht. Zuerst wurde untersucht, mit welchen Extraktkonzentrationen eine Hemmung der
Keime erreicht werden konnte. Dabei hatte sich in zahlreichen Voruntersuchungen eine
Konzentration der Extrakte von 150 mg/mL als giinstig erwiesen, weswegen dieser Wert als
Bereich der maximalen Konzentration festgelegt wurde. Um einer differenzierten Betrachtung
der Wirkung gerecht zu werden, wurden noch zwei weitere Verdiinnungen (100 mg/mL, 75
mg/mL) der Extrakte hergestellt.

Untersuchungen zum Einfluss der ELITEX®-Fasern auf das Wachstum von Candida-Spezies
wurden zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht veroffentlicht.

Die Interpretation der Ergebnisse erfolgt anhand der folgenden Diagramme (Abb.153-155),
welche die Ergebnisse der durchgefiihrten in-vitro Tests zusammenfassen. Die Ergebnisse
wurden mittels der Mikroplattennephelometrie ermittelt, es wird jeweils die hochste

Konzentration von 150 mg/mL dargestellt.
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Die Wells, in denen kein Pilzwachstum gemessen werden konnte, wurden auf eine
Sabouraud-Glukose-Agarplatte iiberimpft. Wenn nach 48 Stunden bei einer Temperatur von
30°C kein Pilzwachstum festgestellt werden konnte, war der antimykotische Nachweis

erbracht.

Candida albicans mit Elitex (24 h- und 72 h-Ansatz)
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Abb.157 Zusammenfassende graphische Darstellung von Candida albicans

mit Elitex® (24- und 72-Stunden-Ansatz)

Candida krusei mit Elitex (24 h- und 72 h-Ansatz)
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Abb.158 Zusammenfassende graphische Darstellung von Candida krusei

mit Elitex® (24- und 72-Stunden-Ansatz)
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Candida tropicalis mit Elitex (24 h- und 72 h-Ansatz)
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Abb.159 Zusammenfassende graphische Darstellung von Candida tropicalis

mit Elitex® (24- und 72-Stunden-Ansatz)

Das Wachstum aller drei Candida-Spezies wurde durch die Elitex®-Textilextrakte komplett
gehemmt. Die Elitex®-Garne bestehen aus einer modifizierten Silber(Ag)/PA-Elitex®-
Flache, welche fiir die antimykotische Wirkung verantwortlich ist.

Diese modifizierten Garne lassen sich webtechnisch verarbeiten und konnen somit in
komplexe mehrlagige Gewebestrukturen als aktive Komponente eingebracht werden, welche
als interaktive transdermale therapeutische Systeme agieren konnen.

Voraussetzungen dass derartige Systeme auch in vivo wirksam werden konnen sind eine
moglichst grofe und oxidfreie Metalloberfliche im Kontakt mit den Elektrolyten auf der

Hautoberflidche (Schweil}), sowie guter Kontakt der Haut mit der Zell- und Korperfliissigkeit.

6.4. Die antimykotische Wirkungsweise von Silber

Um die antimikrobielle Wirkungsweise des Silbers wissenschaftlich begriinden zu kénnen
musste ein langer und schwieriger Weg zuriickgelegt werden. Erstmals wurde die
antimikrobielle Wirkung des Silbers durch den Schweizer Wilhelm von Négeli beschrieben,
der ein Absterben von Mikroorganismen in Verbindung mit Metallen beobachtete (Nigeli
1893).

Die Anwendung von Silber in verschiedenen Fachgebieten der Medizin ist lange bekannt, wie
zum Beispiel in der Augenheilkunde, Traumatologie und auch in der Dermatologie.
Heutzutage findet Silber immer noch Anwendung in der Behandlung von Brandwunden,
indem es in Form von Salben oder Losungen lokal appliziert wird (Klasen 2000). Weiterhin
werden Katheter, beispielsweise Dialysekatheter und Herzklappen mit silberhaltigen
Beschichtungen versehen, was am Beispiel der Herzklappen zu einer Reduzierung des

mikrobiellen Wachstums um 99,8% fiihrte (Bambauer et al 2003, Brutel de la Riviere 2000).
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Die antimikrobielle Wirkung des Silbers kann allerdings nur durch Silberionen hervorgerufen
werden. In Verbindung mit Wasser oder Gewebsfliissigkeit werden die Silberionen
freigesetzt, das metallisch gebundene Silber besitzt keine toxischen Eigenschaften (Danscher,
Rungby 1986). Gosheger et al. 2004 beschrieben, dass bei der Anwendung die dosisabhingige
Toxizitdt zu beachten ist.

Bosetti und Mitarbeiter dokumentierten, dass die Anwendung von silberbeschichteten
Produkten ohne toxische Nebenwirkungen ist (Bosetti 2002).

Die antimykotische und antibakterielle Wirkung des Silbers beruht darauf, dass es sich an der
Zellmembran anlagert und durch seine Affinitit zu Elektronendonatoren (Disulfide,
Imidazole, Amino- und Phosphatgruppen der Proteine) nach intrazelluldr absorbiert wird.
Durch die Bindung des Silbers an Thiolgruppen werden die Proteine denaturiert und verlieren
somit ihre biologische Funktion (Lansdown 2006). In Candida albicans konnte nachgewiesen
werden, dass die Silber-lonen sich an den Cystein-Rest der Enzymphosphomannose-
Isomerase binden. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle in der Synthese der Zellwénde
von Candida albicans und fiihrt somit zur Schiadigung der Zellhiille (Wells et al. 1995). Die
Membranschddigung fiithrt zu einem Mangel an Néhrstoffen sowie einer erhohten
Permeabilitiat, was zur Zerstorung der Zelle fiihrt. Intrazellular wird das Enzymsystem
geschidigt, was zu einer Storung der Zellatmung, der DNA- und der RNA-Replikation fiihrt
(Lansdown 2004).

Diese antimykotischen und antibakteriellen Eigenschaften werden in der Herstellung von
Textilien, in die Silber eingearbeitet ist, angewendet. Ein Beispiel ist die Therapie des
Atopischen Ekzems. Meist wurden dazu Textilien aus Baumwolle und Mikrofaser verwendet.
Nachteil dieser Textilien war es, dass sie nur bei maximal 30°C gewaschen werden konnten.
Dies gehort allerdings der Vergangenheit an, seit ein silberbeschichteter Baumwollfaden
entwickelt wurde, welcher bei Temperaturen bis 60°C gewaschen werden kann. (Wulf, Moll
2004). In-vivo-Studien mit Silber-beschichteten Textilien konnten die Symptome bei
Patienten mit Atopischem Ekzem innerhalb von zwei Wochen entscheidend reduzieren
(Gaugner et al. 2006).

Mit der Herstellung der SeaCell® Active-Fasern werden von der Industrie neue Wege
eingeschlagen. Durch den aufwendigen Produktionsmechanismus konnen dauerhaft
Silberionen in die algeninkorporierten Fasern eingebracht werden. Die antimikrobiellen
Wirkungen wurden in zahlreichen Studien durchgefiihrt und dokumentiert (Hipler et al.

2006).
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Mit den Elitex®-Textilien wird sogar noch einen Schritt weiter gegangen, indem iiber diese
Textilien verschiedene Wirkstoffe gespeichert und dann gezielt freigesetzt werden konnen

(Neudeck 2007).

6.5. Monitoring des Wachstums der Candida-Spezies mittels des Mikroplatten-
Nephelometers

Der Einsatz des Mikroplatten-Nephelometers zum Monitoring des mikrobiellen Wachstums
ist zurzeit noch wenig beschrieben. Founda et al. 2006 bestimmten mittels des Mikroplatten-
Nephelometers die Empfindlichkeit von Candida albicans und Candida krusei gegeniiber [3-
Cyclodextrinen. Hierbei beschrieben Founda et al. die Mikroplatten-Nephelometrie als
einfache, schnelle und effektive Methode zur Beurteilung des Wachstums bzw. der Hemmung
sowohl von Pilz- als auch von Bakterienwachstum. Hipler et al. 2003 verglichen anhand des
Wachstums des grampositiven Corynebacterium glutamicum die Nephelometrie mit einem
herkdbmmlichen Photometer, wobei die Bestimmung photometrisch nicht messbarer
Bakterienkonzentrationen mit der Mikroplatten-Nephelometrie gelang. Seyfarth et al. 2007
testeten die antimykotischen Eigenschaften von Chitosanen gegen Candida albicans, Candida
krusei und Candida glabrata mit dem Mikroplatten-Nephelometer, wobei sich diese Methode
als sehr effizient erwies.

Im klinischen Alltag findet die Mikroplatten-Nephelometrie vor allem Anwendung in der
klinischen Chemie zur Bestimmung der Konzentrationen von bestimmten Partikeln in
fliissigen Suspensionen, wie zum Beispiel von Immunglobulinen durch Bildung von Antigen-
Antikorper-Prazipitaten oder von Albumin. Auch in der organischen Chemie findet sie
Anwendung zur Bestimmung von Makromolekiilen (Hipler et al. 2003).

Bei der Messung im Mikroplatten-Nephelometer wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte
verwendet, welche den Vorteil hat, dass gleichzeitig drei verschiedene Textilextrakte in
jeweils drei verschiedenen Konzentrationen gemessen werden konnten. Vor Beginn der
Messungen wurde die Ausgangszellzahl bestimmt um die Messungen besser vergleichbar und
reproduzierbar zu machen.

Ein weiterer Vorteil der Mikroplatten-Nephelometrie ist die Automatisierung des Verfahrens.
So konnen verschiedene Parameter, wie beispielsweise die Temperatur, standardisiert und
iiber den gesamten Zeitraum der Messung konstant gehalten werden. Somit kann eine
Minimierung der moglichen Fehlerquellen erreicht werden.

Die Messungen wurden iiber einen Zeitraum von 24 bzw. 72 Stunden bei einer Temperatur

von 30°C durchgefiihrt. Um unnétigen Fliissigkeitsverlusten entgegenzuwirken wurde die
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Mikrotiterplatte mit einer hydrophoben, transparenten und gasdurchldssigen Folie (Breathe-
Easy) abgeklebt.

Durch die Verdunstung kommt es zum Absetzen kleinster Fliissigkeitsmengen an der
Abdeckfolie. Da die Mikroplatten-Nephelometrie die Triibung von Fliissigkeiten misst, die
eine Streuung des Lichtes bewirkt, konnten hier Verdnderungen der Lichtstreuung auftreten.
Dadurch konnten falsch positive Werte gemessen werden. Mit dem Inhalt der Wells wurde
eine Sabouraud-Glucose Agar-Platte beimpft und iiber einen Zeitraum von 48 Stunden im
Brutschrank bei 30°C inkubiert, um sicherzustellen dass kein Wachstum nachzuweisen war.
Die Arbeit verdeutlicht, dass beim Monitoring des Wachstums von Mikroorganismen die
Mikroplatten-Nephelometrie eine Alternative darstellt, die in Zukunft vermehrt Anwendung
finden konnte. Ob die Anwendung iiber die Durchfithrung wissenschaftlicher Arbeiten hinaus
bis zur routinemifigen Anwendung im klinischen Alltag wirksam werden kann, ist in

weiteren Studien zu priifen.
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7.  Schlussfolgerung

Gegenstand dieser Untersuchungen war die Bestimmung des Einflusses verschiedener
Textilextrakte auf das Wachstum von Candida albicans DSM 11225, Candida tropicalis
ATCC 6258 und Candida krusei ATCC 1169 mittels des Mikroplatten-Nephelometer. Die
Herstellung der verschiedenen Textilextrakte erfolgte nach der DIN-Norm EN ISO 10993-12
fiir die Testung von Textilien gegeniiber Zytotoxizitit.

Grund fiir die wachstumshemmenden Wirkungen sind die in die Textilien eingebrachten
Silberanteile, welche antimykotische Eigenschaften besitzen. Die Silberionen, die dauerhaft in
die Matrix der algeninkorporierten Lyocellfasern der SeaCell® Active-Textilien eingebracht
wurden, zerstoren morphologische Strukturen der Mikroorganismen und hemmen dadurch
deren Wachstum. Die Elitex®-Garne bestehen aus einer modifizierten Silber(Ag)/PA-
Elitex®-Flidche, welche fiir die antimykotische Wirkung verantwortlich ist.

Anhand der unterschiedlichen Extraktkonzentrationen zeigte sich, dass die untersuchten
Textilien dosisabhidngig das Keimwachstum schidigen. Durch den Vergleich der zwei
verschiedenen Ansidtze wird deutlich, dass bei dem 72-Stunden-Ansatz eine stirkere
Hemmung erzielt wird, da eine groBere Menge an Textilfasern in der Suspension vorhanden
ist.

Durch die Untersuchungen von Hipler et al. (2005) wurden den SeaCell® Active-Textilien
auch antibakterielle Eigenschaften gegeniiber Escherischia coli und Staphylococcus aureus
nachgewiesen. Bei den Elitex®-Garnen wurde die antibakterielle Wirkung noch nicht
getestet.

Um eine zytotoxische Wirkung auf den Organismus auszuschlieBen wurden in-vitro-
Testungen der SeaCell® Active-Textilien mit humanen Zellen durchgefiihrt. Weiterhin
wurden auch in-vivo Testreihen mittels des Epikutantestes durchgefiihrt. Beide Testungen
ergaben eine unbedenkliche Anwendbarkeit. Fiir die Elitex®-Garne stehen Testungen dieser
Art noch aus.

Zur antimykotischen Testung wurde in dieser Arbeit die Methode der Mikroplatten-Laser-
Nephelometrie angewendet. Der gro3e Vorteil gegeniiber den bisherigen Testungen mittels
Agardiffusion ist, dass anhand der einzelnen Messzeitpunkte eine genaue Wachstumskurve
erstellt werden konnte. Dadurch wurde eine qualitative Betrachtung jedes einzelnen
Messergebnisses moglich. Durch diese Arbeit wurde der Einsatz der Mikroplatten-Laser-
Nephelometrie zum Monitoring von Mikroorganismen unter dem Einfluss von Textilextrakten

evaluiert.
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Die Bedeutung dieser Untersuchungsergebnisse soll bei der Entwicklung und Testung neuer
Textilien helfen. Heutzutage finden sich SeaCell® Active-Textilien in einer Vielzahl von
Geweben und Vliesen, zum Beispiel in Unterwische, Arbeits- oder Sportbekleidung. Die
Elitex®-Textilien haben einen weiteren Vorteil, welcher darin besteht, dass auf einer
modifizierten Silber(Ag)/PA-Elitex®-Fliache Wirkstoffe gespeichert und gezielt abgegeben
werden konnen.

Da in unserer heutigen Gesellschaft die Zahl der Erkrankungen im Rahmen des atopischen
Formenkreises zunehmen, gewinnt die Entwicklung derartiger Textiltestsysteme immer mehr

an Bedeutung.
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