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1 Einleitung
1.1 Problemstellung

Chronische Wunden sind ein ernstzunehmendes Problem im Gesundheitswesen
Deutschlands und stellen einen wesentlichen Kostenfaktor dar. Die ,Initiative
Chronische Wunden* (ICW 1998) schitzt den Anteil der an chronischen Wunden
leidender Patienten in Deutschland auf etwa 5 % (www.ic-wunden.de). Die Privalenz
des Ulcus decubitus liegt unter den stationiren Patienten Osterreichs und Deutschlands
bei 10 — 25 %, in Rehabilitationseinrichtungen sogar bei 30 % (Assadian u. Kramer
2006). In Altenpflegeheimen betrdagt die Hiaufigkeit fiir chronische Hautldsionen wie
Dekubitalulzera je nach Studie 2 % bis 20 %. (Shaughnessy u. Kramer 1990; Martin und
Behler 1999; Heudorf et al. 2001; Reus et al. 2005). Mit den Fortschritten die auf den
medizinischen Fachgebieten, besonders in der Intensivmedizin gemacht werden, steigt
gleichzeitig die Anzahl der Patienten, die eine potenzielle Priddisposition fiir ein
chronisches Wundgeschehen zeigt. Mit der Professionalisierung des Wundmanagements
wurden neben dem FEinsatz moderner Wundauflagen auch neue Therapieoptionen
erschlossen. Eine zukunftstrichtige neue Methode ist die Elektrostimulation (ES). Deren
wundheilungsfordernde Eigenschaft wurde mehrfach in einer Reihe klinischer Studien
hauptsichlich an Patienten mit chronischen Wunden nachgewiesen (Gentzkow et al.
1991; Feedar et al. 1991; Lundeberg et al. 1992; Gentzkow et al. 1993; Jiinger et al.
1997; Zuder et al. 1998). Die unterschiedlichen Wirkungen der positiven bzw. negativen
Polaritit im Rahmen der elektrischen Wundbehandlung mit gepulstem Gleichstrom
stellten sich im Verlauf der klinischen Anwendung heraus und wurden von Gentzkow

1992 zusammengefasst (Tab. 1).



Tab. 1: Wirkungen des beim Dermapulse®-Verfahren angewandten gepulsten Gleich-

stroms (nach Gentzkow 1992)

Positive Polaritiit Negative Polaritit
- Forderung der Epithelialisierung - Forderung der Wundreinigung
- Attraktion von Makrophagen - Reduzierung von Odemen
- Azidierung des Gewebes - Anregung der Kapillarneubildung

- Reduktion der Anzahl an Mastzellen im | - Erhhung der Sauerstoff- und Energie-
Wundgebiet zufuhr

- Stimulierung der Granulation

- Attraktion von neutrophilen Granulozyten

- Stimulierung der Kollagensynthese

und der Proliferation von Fibroblasten

In der heutigen Anwendung werden immer beide Polarititen kombiniert, da das auf Grund

der verschiedenen Wirkungen fiir eine optimale Wundheilung von Bedeutung ist.

Auch unter experimentellen Bedingungen wurden die Auswirkungen elektrischen Stroms
im Labor und am Tiermodell auf das Verhalten von Makrophagen (Orida und Feldmann
1982; Cho et al. 2000), Granulozyten (Eberhardt et al. 1986), Fibroblasten (Bourguignon u.
Bourguignon 1987; Falanga et al. 1987; Bourguignon u. Bourguignon 1989), Mastzellen
(Reich et al. 1991) und Keratinozyten (Nishimura et al. 1996) untersucht.

Eine Wundbehandlung mit ES kann das normale Hautpotential wiederherstellen, das
natiirliche Wunddebridement unterstiitzen und eine iberschieB3ende
Entziindungsreaktion begrenzen. Aufgrund der vielfdltigen Beeinflussung der erwéhnten
Zellen und der Verbesserung der nutritiven kutanen Perfusion im Wundgebiet ist eine

zumindest indirekte antibakterielle Wirkung der ES zu erwarten.

Hinzu kommt eine direkte antibakterielle Wirkung, die schon 1974 von Rowley et al.
gegeniiber Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen werden konnte. In einer Reihe
weiterer Studien z. B. von Liu et al. (1997), Guffey und Asmussen (1989), Kincaid und
Lavoie (1989) oder Merriman et al. (2004) wurden die Effekte der ES auf das Wachstum



von Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa
beschrieben. Leider ldsst sich nur ein Teil der Ergebnisse in den praktischen Bereich
uibertragen, da teilweise mit sehr unterschiedlichen Stromen gearbeitet wurde, die oft

nicht am Patienten anwendbar sind, da sie schmerzhaft oder sogar gefdhrlich wiren.

Daher bestand das Ziel der vorliegenden Studie in der Quantifizierung einer
moglicherweise vorhandenen bakterioziden Wirkung der ES unter realen
Anwendungsbedingungen in vitro gegeniiber typischen Besiedlungs- bzw.
Infektionserregern chronischer Wunden unter Beriicksichtigung der beiden Polaritéten.
Derartige Untersuchungen wurden mit dem klinisch angewandten Dermapulse®-

Verfahren bisher nicht durchgefiihrt.

1.2 Entstehung der Idee und Formen der Elektrostimulation

Die Auswirkungen elektrischen Stroms auf den menschlichen Korper interessierte
Wissenschaftler schon im spiten 19. Jahrhundert. Doch die hiufig unwissenschaftliche
und unsystematische Anwendung brachte die Elektromedizin schnell in Misskredit. In
den USA und Kanada ebbte das Interesse an Elektrostimulation mit dem Urteil der
Kommission um Flexner 1910 stark ab. Diese kam zu dem Schluss, dass die klinische
Anwendung elektrischen Stromes unwissenschaftlich sei (Flexner 1910). Nachdem Otto
Lewis 1920 die bedeutende Rolle, die Azetylcholin in der neuronalen
Impulsiibertragung  einnimmt demonstrierte, ging auch das Interesse an
elektrophysiologischen Zusammenhéngen zuriick. Vorerst standen nun hauptsichlich

chemische Vorginge in der Physiologie im Fokus der wissenschaftlichen Forschung.

1960 beobachtete Becker, dass die sich regenerierende Extremitét des Salamanders, die
zuvor amputiert worden war, im Gegensatz zur nicht regenerationsfihigen Extremitit
des Frosches, messbaren elektrischen Strom produziert, der in spezifischer Weise
wihrend des Heilungsprozesses die Polaritit wechselt (Becker 1960). Von diesem
Zeitpunkt an stieg das Interesse am Zusammenhang zwischen elektrischem Strom und

dem Heilungsverhalten von Wunden.
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Die heute praktizierte klinische Anwendung des elektrischen Stroms zielt hauptsichlich
auf chronische Wunden ab. Lazarus et al. (1994) verstehen unter einer chronischen
Wunde einen Hautdefekt, der lidnger als acht Wochen besteht und keinen
physiologischen, zeitgerechten Heilungsprozess durchlaufen hat, der zu anatomischer
und funktioneller Integritit fiihrt. Chronische Wunden benétigen demnach eine lingere
Zeit zur Abheilung, heilen nicht vollstindig aus oder kehren haufig wieder. Der
Dekubitus, das diabetische und das vaskulir bedingte Ulkus stellen ca. 70% aller Ulzera
(Stadelmann et al. 1998a; Valencia et al. 2001). Andere Ursachen fiir chronische
Wunden sind z. B. Entziindungen, Malignome oder Verbrennungen. Hiufig ist die
Ursache multifaktorieller Natur, etwa beim diabetischen Patienten, der sowohl an einer
peripheren Polyneuropathie als auch an einer arteriellen Verschlusskrankheit leidet

(Valencia et al. 2001).

Die Wundheilung lauft physiologischer Weise in vier Phasen ab (Miiller 2005):

*Exsudationsphase

*Proliferationsphase

*Reparationsphase

*Differenzierungsphase.
Obwohl diese Phasen gegeneinander abgrenzbar sind, iiberlappen sie sich zeitlich
wihrend des Heilungsprozesses. Eine nicht oder schlecht heilende Wunde bleibt in einer
der beschriebenen Heilungsphasen stehen, meist in der Exsudations- oder
Proliferationsphase (Douglas 2003; Henry u. Garner 2003).
Faktoren, die einen Patienten fiir eine Wundheilungsstdrung préadispositionieren,
konnen lokaler und systemischer Art sein. Zu den lokalen Faktoren zidhlen Infektion,
mangelnde nutritive kutane Perfusion, Gewebehypoxie und ein trockenes Wundbett.
Systemische Faktoren sind z. B. schlechter Erndhrungszustand, metabolische
Dysbalancen und Medikamenteneinfluss (Stadelman et al. 1998b). Eine adiquate
Wundbehandlung muss daher situationsgerecht systemische und lokale Gesichtspunkte
beriicksichtigen.
In der klinischen Praxis liegen Erfahrungen mit Wechselstrom, direktem Gleichstrom

und gepulstem Gleichstrom zur Wundbehandlung vor.
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Wechselstrom (Alternating Current = AC) beschreibt einen Strom, der mit festgelegter
Frequenz die Flussrichtung wechselt.

Direkter Gleichstrom (Direct Current = DC) definiert sich als gleichmiBiger, iiber die
Zeit konstant flieBender elektrischer Strom von der Kathode zur Anode. In der Literatur
wird er hiufig auch als galvanischer Strom bezeichnet.

Als gepulsten Gleichstrom (Pulsed Current = PC) bezeichnet man kurze galvanische
StromstoBe, deren Dauer weniger als eine Sekunde betrdgt. Zwischen ihnen liegen
Intervalle, in denen kein Strom flief3t.

Wird elektrischer Strom appliziert, tritt neben physikalisch / chemischen Effekten ein
elektrothermischer Effekt auf. Dieser ist in seiner Stirke abhingig vom Widerstand des
durchflossenen Stoffs, der Flussdauer und dem Gesamtstromeintrag. Da die
menschliche Haut fiir elektrischen Strom einen groBen Widerstand darstellt, muss die
Flussdauer und die Stromstirke bei der klinischen Anwendung adaptiert werden. Je
nach Anpassung ist es moglich, gepulsten Gleichstrom mit hoher Spannung und sehr
geringer Stromstirke (HVPC = High Voltage Pulsed Current) oder gepulsten
Gleichstrom mit niedriger Spannung und entsprechend hoherer Stromstirke (LVPC =
Low Voltage Pulsed Current) anzuwenden (Ojingwa u. Isseroff 2002).

Heute wird fiir gewohnlich mit gepulstem Gleichstrom gearbeitet. Die Anwendung von
Wechselstrom ist eher historischer Natur. Es handelte sich dabei um Gerite zur
transkutanen elektrischen Nervenstimulation (TENS), die im Nachhinein an die
Bediirfnisse der Wundbehandlung angepasst wurden. Leider kann die Anwendung von
gepulstem Gleichstrom nicht als homogen angesehen werden. Es konnen je nach Bauart
und praktischer Anwendung des Gerdts Unterschiede in der Stromstéirke, Spannung,
Pulsfrequenz, Anwendungsdauer und Anwendungshiufigkeit auftreten, was die

Vergleichbarkeit von Studien stark einschrénkt.

1.3 Klinische Studien zur Wundstimulation mit elektrischem Strom

1988 publizierten Kloth und Feedar eine Studie iiber 16 Patienten die unter Druckulzera
des Stadiums vier litten. Die Patienten wurden randomisiert in eine Verum— und in eine

Kontrollgruppe eingeteilt. In der Kontrollgruppe wurde zusétzlich zur konventionellen

Wundversorgung eine Scheinbehandlung (sham) mit elektrischem Strom durchgefiihrt.
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Die Behandlungsgruppe erhielt HVPC mit einer Frequenz von 105 Hz und einer
Spannung von 100-175 Volt. Alle Ulzera der Verumgruppe heilten nach
durchschnittlich 7,3 Wochen vollstindig ab. Die Wunden der Kontrollgruppe nahmen
im Durchschnitt um 28,9 % in 7,4 Wochen zu. Der in fritheren Veroffentlichungen von
z. B. Wollkott et al. (1969) oder Alvarez et al. (1983) beschriebene Polarititswechsel
der Behandlungselektrode wurde von Feedar und Kloth als wichtiger Baustein im
Therapiekonzept bestitigt und als Antwort auf eine sich verlangsamende oder
sistierende Wundheilung praktiziert. Ein Problem dieser Studie liegt allerdings in der
geringen Patientenzahl und der groen Spanne im Altersunterschied der teilnehmenden

Patienten (jlingster Teilnehmer 20 Jahre alt, édltester Teilnehmer 89 Jahre alt).

Ebenfalls im Jahre 1988 erforschten Lundeberg et al. die Effekte der Elektrostimulation.
Beobachtet wurden Hautplastiken, die nach vorhergegangener, rekonstruktiver
Mammakarzinomchirurgie ischdmisch geworden waren. Insgesamt wurden 24
Patientinnen in die Studie eingeschlossen. 14 von ihnen wurden elektrostimuliert, die
verbliebenen zehn erhielten eine Scheinbehandlung. Wihrend in der Kontrollgruppe
acht von zehn Hautplastiken nekrotisch wurden, gab es in der Verumgruppe keine
einzige Nekrose. Mittels Laser Doppler Flux konnte bei zwolf von 14 Patientinnen das
Wiedererreichen der normalen Kapillarfiillung gezeigt werden. Aullerdem wurde das
Wundddem deutlich reduziert.

1991 verglich Unger in einer prospektiven, randomisierten, kontrollierten Studie die
Wundheilung zwischen elektrostimulierten und nicht elektrostimulierten Ulzera. Acht
von neun Wunden in der Kontrollgruppe heilten komplett nach durchschnittlich 51,2 d
ab. In der Kontrollgruppe, die eine Scheinbehandlung erhielt, heilten im Durchschnitt
drei von acht Wunden nach 77 d. Verwendet wurde gepulster Gleichstrom mit hoher

Spannung (HVPC).

Eine klinische Studie zur Anwendung des Dermapulse®— Geriits veroffentlichten 1991
Gentzkow et al.. Dieses Gerit liefert gepulsten Gleichstrom mit niedriger Spannung
(Low Voltage Pulsed Current = LVPC).

Es wurden 40 nicht heilende Druckulzera im Stadium drei und vier beobachtet.

Wihrend der vierwochigen Behandlungszeit heilten die Ulzera, die eine
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Elektrobehandlung erhalten hatten, mehr als doppelt so schnell wie die Ulzera mit der
Scheinbehandlung (49,9 % versus 23,4 %). 15 Wunden der Kontrollgruppe wurden
nach Beendigung der vierwochigen Scheinbehandlung ebenfalls mit dem Dermapulse®—

Gerdit stimuliert. Es zeigte sich eine fast vierfach schnellere Heilungsrate als zuvor.

Im selben Jahr (1991) berichteten Feedar et al. iiber eine randomisierte, multizentrische
Doppelblindstudie, in der die Heilungsraten von 50 Ulzera zweiten bis vierten Grades
unterschiedlicher Genese mit oder ohne applizierter Elektrotherapie verglichen wurden.

In der Behandlungsgruppe fanden sich 26, in der Kontrollgruppe 24 Ulzera. Die
Behandlung erfolgte zweimal téglich fiir 30 min. Begonnen wurde mit negativer
Polaritit der Behandlungselektrode. Nach etwa 3 d zeigten sich die Wunden sauber und
blutig-serds sezernierend. Ab jetzt wurde die Polaritit alle 3 d gewechselt, bis im
Verlauf ein Ulkus des Grades zwei vorlag. Von nun an wurde die Polaritéit jeden Tag
gewechselt. Die Autoren stellten dieses Procedere als das nach ihren Erfahrungen

effektivste heraus.

Lundeberg et al. berichteten 1992 iiber 64 diabetische Patienten mit Ulzera. Auch diese
Studie konnte einen deutlichen Unterschied in der Zahl der komplett abgeheilten Ulzera

belegen (42 % in der Verumgruppe versus 15 % in der Kontrollgruppe).

1993 publizierten Gentzkow et al. eine Studie zur Behandlung therapieresistenter
Druckulzera des Stadiums drei und vier mit dem Dermapulse®- Geriit.

Alle 61 Patienten erhielten vier Wochen vor der eigentlichen Therapiephase eine
bestmogliche, konventionelle Wundbehandlung. Diese beinhaltete ein professionelles
Wundmanagement, eine optimierte Erndhrung des Patienten und Dekubitusprohylaxe.
Die Ulzera, die keine Heilungstendenz zeigten, wurden dann mit dem Dermapulse®-
Gerit behandelt. Nach vier Wochen besserten sich 48,2 % der Ulzera um mindestens
ein Grad. In der letzten Behandlungswoche hatten sich 74,3 % um mindestens ein Grad
verbessert. 23 % der Ulzera heilten komplett ab. Auch im Hinblick z. B. auf die
Exsudation, die Bildung von Granulationsgewebe und den Grad der Epithelialisierung

trat eine Besserung ein. Leider gab es in dieser Studie keine Kontrollgruppe.
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In einer 1993 verdffentlichten multizentrischen Studie von Wood et al. wird iiber
insgesamt 74 Dekubitalulzera berichtet, von denen 43 mit elektrischem Strom behandelt
wurden. Die restlichen 31 Wunden dienten als Kontrollgruppe. Innerhalb von acht
Wochen heilten 58 % der behandelten Ulzera, aber nur 3 % der konventionell
behandelten Dekubitus der Kontrollgruppe ab. Eine Arbeit des Technology Evaluation
Center (TEC) aus dem Jahr 2005 bemingelt die ungewdhnlich niedrige Heilungsrate in
der Kontrollgruppe dieser Studie, die auf  unzureichendes Wundmanagement

zuriickzufiihren sein konnte.

In einer anderen, 1993 durchgefiihrten Studie an 150 Ulzera bei Querschnittpatienten,
verglichen Stefanovska et al. den Effekt gepulsten bzw. direkten galvanischen Stroms
auf chronische Wunden. Die elektrostimulierten Ulzera heilten etwa doppelt so schnell

wie die der Kontrollgruppe. Aullerdem erwies sich der gepulste Strom als effizienter.

1997 legten Jiinger et al. eine Arbeit zur Behandlung von vendsen Ulzera mit
niederfrequentem, gepulstem elektrischem Strom (Dermapulse®) vor. Es wurden 15
Patienten mit einem mittleren Alter von 70,3 Jahren, deren Ulzera seit durchschnittlich
79,1 Monaten bestanden, 38 d lang mit gepulstem Gleichstrom behandelt. Es zeigte sich
bei zwei Patienten eine vollstindige Abheilung der Ulzera und bei 13 Patienten eine
Ulkusverkleinerung um 63 %. Die Kapillardichte stieg um durchschnittlich 43,5 %, der
transkutane Sauerstoffpartialdruck um 82,4 %. Allerdings gab es keine Kontrollgruppe.

In seiner Dissertationsarbeit aus dem  Jahr 2000 berichtet Barczak iiber eine
prospektive, randomisierte Doppelblindstudie. In ihr wurde die Wirksamkeit der
Dermapulse®— Elektrostimulation, bei Querschnittpatienten mit Dekubitalulzera,
untersucht. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Fortschritt der Wundheilung
(2 % pro Tag in der Verumgruppe versus 1,1 % in der Kontrollgruppe). Tendenziell
(nicht signifikant) verkiirzte sich die Dauer der stationdren Behandlung im Durchschnitt

um 32 %.

Obwohl es mittlerweile eine groflere Anzahl klinischer Studien und Einzelfallberichte

gibt, die die Wirksamkeit der Methode nachweist, hat sich die Anwendung der
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elektrischen Wundbehandlung in Deutschland noch nicht flachendeckend durchsetzen

konnen.

1.4 Untersuchungen im Labor und am Tier

Mllingworth und Barker beobachteten 1980 an in Kochsalzlosung eingelegten
Fingerkuppen sich langsam steigernde messbare elektrische Strome. Nach etwa 8 d

erreichte der Strom sein Maximum mit durchschnittlichen Werten um 22 uA/cm?.

Eine Reihe von Autoren konnte belegen, dass die intakte Haut ein endogenes
elektrisches Potential birgt (Barker 1981; Barker et al. 1982; Foulds u. Barker 1983;
Jaffe u. Vanable 1984). Die Hautoberfliche ist demnach, im Gegensatz zu tiefer
liegenden Hautschichten, elektronegativ geladen. Es werden transepitheliale
Spannungen von 20-50 mV durch die Natrium-Kalium-ATPase generiert und
aufrechterhalten, indem Natriumionen durch die Epidermis hindurch nach basal
transportiert werden. Das Stratum corneum wirkt als starker elektrischer Widerstand
und limitiert so den freien Fluss bzw. den Ausgleich der elektrischen Ladungen. Eine
Verletzung der Haut bewirkt den Verlust der epidermalen Integritit und konsekutiv den
Fluss eines elektrischen Stroms. Dieser Stromfluss dauert bis zum Abheilen der Wunde
an. Am Rand eines trockenen Ulkus lassen sich kein elektrisches Potential und kein
Stromfluss messen. Das konnte mitbegriinden, warum feucht behandelte Ulzera besser

heilen als trocken gepflegte (Jaffe u. Vanable 1984; Vanable 1989).

Der in einer Wunde flieBende Strom generiert elektrische Felder, die auf den
Wundmittelpunkt ausgerichtet sind. Suprabasal gelegene, menschliche Keratinozyten
reagieren auf elektrische Felder zwischen 10-400 mV/mm. Sie sammeln sich in
Clustern und wandern dann zum negativen Pol. Die Geschwindigkeit dieser Bewegung
betridgt bei 100 mV/mm 1,0+0,1 pm/min. Dieses Verhalten ldsst sich als evolutionire
zellulidre Reaktion auf elektrische Stimulation deuten. In chronischen Wunden bzw. in
defekter Haut kann man davon ausgehen, dass der normale Strom elektrischer Ladungen

verloren gegangen ist (Nishimura et al. 1996).
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Elektrische Felder iiben auch auf andere Zellen der Haut einen lenkenden und
richtungsweisenden Einfluss aus. Isolierte Keratinozyten wandern zur Kathode (Cooper
u. Schliwa 1985). Eberhardt et al. (1986) zeigten, dass sich neutrophile Granulozyten in
Wunden zur Anode und Kathode bewegen. Liegt eine Entziindung der Wunde vor,
bewegen sie sich nur zur Kathode. Nach erfolgter Elektrostimulation zeigte sich ein
deutlicher Anstieg der Zahl der neutrophilen Granulozyten im Wundexsudat.
Makrophagen bewegen sich unter experimentellen Bedingungen zur Anode (Orida u.
Feldmann 1982). In oszillierenden elektrischen Feldern mit sehr geringer Periode (1 pps
bei 2 V/cm) treten morphologische Verdnderungen an Makrophagen auf. Auflerdem
zeigt sich eine Anderung ihrer Migrationsgeschwindigkeit- und richtung (Cho et al.
2000). Bourguignon und Bourguignon (1987; 1989) setzten kultivierte menschliche
Fibroblasten gepulstem elektrischen Strom mit einer Spannung von 50 V — 200 V und
einer Frequenz von 60 Hz — 125 Hz (HVPC) aus. Sie stellten eine verstirkte
Proteinsynthese und einen verstéirkten Einbau von Thymidin in die DNA fest. Auch ein
erhohter Einbau von Insulinrezeptoren in die Fibroblastenmembran resultierte aus der
Elektrostimulation. Dagegen inhibierten Spannungen iiber 250 V die Synthese von
Proteinen und DNA.

Mastzellen reichern sich nach einer Verletzung der Haut im Wundgebiet, vor allem um
die BlutgefiBBe herum, an. Nach Erreichen eines Plateaus nimmt ihre Zahl mit dem
Heilungsprozess ab, um nach dem Abheilen der Wunde wieder auf das Ausgangsniveau
zuriickzugehen (Eady et al. 1979). In fibrotischem Gewebe (z. B. Keloiden oder
hypertrophen Narben) lésst sich eine um den Faktor zehn bis 100 erhdhte Anzahl von
Mastzellen nachweisen. Diese ist als Ausdruck einer unphysiologischen Wundheilung
aufzufassen (Kisher et al. 1978). Reich et al. konnten im Tierversuch zeigen, dass
gepulster, elektrischer Gleichstrom die Anzahl der Mastzellen im Wundgebiet in den
ersten beiden Tagen der Wundheilung signifikant senkt (Reich et al. 1991). Die
Degranulierung der Zellen wird unter Elektrostimulation verhindert. Das konnte durch
eine Hemmung der Proliferation der in der Wunde befindlichen Mastzellen oder eine
Hemmung der Mastzellmigration in das Wundgebiet erkldart werden. Ebenfalls am
Schwein zeigten Agren et al. (1994), dass in Brandwunden, die mit einer

Hydrogelauflage und zusitzlicher Elektrostimulation behandelt wurden, der
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Kollagenasespiegel auf das Zweifache anstieg und die Zeit bis zur Epithelialisierung

verkiirzt wurde.

Im Tiermodell konnte auch ein signifikanter Anstieg der Kollagenasesynthese —
Kapazitit der Fibroblasten, der Protein- und DNA-Synthese und eine beschleunigte
Epithelialisieung unter Stimulation mit Gleichstrom festgestellt werden (Alvarez et al.
1983; Bourguignon et al. 1991). Die Anzahl der TGF-3 Rezeptoren auf der Oberfliche
elektrostimulierter, dermaler Fibroblasten ist sechsmal so hoch wie auf unbehandelten

(Falanga et al. 1987).

Der Heilungsverlauf chronischer Wunden wird héufig zusitzlich durch
Wundinfektionen gestort.

Daher wurde eine mogliche bakteriozide bzw. bakteriostatische Wirkung des
elektrischen Stroms mehrfach in Labor- und Tierexperimenten untersucht.

Bereits 1974 zeigten Barranco et al., dass applizierter Gleichstrom mit einer
Stromstédrke von 0,4 pA bis 400 pA in der Nihe der Elektroden die Besiedlung eines
Agars mit Staphylococcus aureus deutlich hemmt. Das FElektrodenmaterial (Gold,
Silber, Stahl oder Platin) beeinflusste das Ausmaf der bakteriellen Inhibition.

Auch Pseudomonas aeruginosa wird durch Gleichstrom im Wachstum gehemmt.
Rowley et al. (1974) infizierten im Tierversuch Wunden mit diesem Erreger. In
Wunden, die regelméfig mit 1 mA und negativer Polaritiit elektrostimuliert wurden,
sank die Bakterienzahl signifikant. In den nicht stimulierten Kontrollwunden stieg die
Zahl dagegen an.

Gepulster Gleichstrom mit Spannungen zwischen 150 V und 300 V (HVPC) zeigt
gegeniiber Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa einen
antibakteriellen Effekt (Hemmhof). Dieser ist abhidngig von der Spannung und der
Dauer des angelegten elektrischen Stroms. Die grofite Wirkung zeigt sich bei 250 V und
einer Dauer von 2 h (Kincaid u. Lavoie 1989). Zusitzlich zeigte sich, dass es um die
Anode herum zu Verdnderungen des Nihragars kam, so dass eine anschlieende
Kolonialisierung dieses Bereichs durch Bakterien nicht moglich war. Dieser Effekt

wurde spiter von Liu et al. (1997) als Folge einer H,O,-Entstehung beschrieben.
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Allerdings wurde die Hemmhofentstehung im Bereich der Kathode beschrieben. Liu
und Mitarbeiter benutzten kontinuierlichen Gleichstrom mit einer Stromstéirke von

10 pA der fiir 16 Stunden durch Nihragar geleitet wurde. Hervorzuheben ist, dass die
Elektroden nicht aus metallischem Material bestanden. Es wurden vielmehr
karbonbeschichtete Katheter aus Polyurethan benutzt. Das hatte den Vorteil dass, anders
als in den meisten anderen Studien, ein chemisch stabiles Material zum Einsatz kam.
Guffey und Asmussen (1989) testeten HVPC und LADC (Low Amperage Direct
Current). Als Testbakterium diente ihnen Staphylococcus aureus. Sie konnten fiir
HVPC mit einer Stromstidrke zwischen 50 mA und 800 mA und einer Pulsfrequenz von
100 Hz nach 30 min Anwendung keine bakteriozide Wirkung feststellen. LADC
dagegen zeigte bei Stromstirken von 1 mA, 5 mA und 10 mA bei gleicher Frequenz
und Wirkdauer einen deutlichen bakterioziden Effekt.

2004 verglichen Merriman et al. vier verschiedene Arten elektrischen Stroms
hinsichtlich ihrer antibakteriellen Wirkung und fanden fiir HVPC und kontinuierlichen
Gleichstrom mit geringer Stromstirke (Microamperage Direct Current (uWADC)) einen

bakteriostatischen Effekt.

Eine groBe Schwierigkeit bei der in vitro Erforschung der Wirkungen von elektrischem
Strom auf Zellen und Gewebe besteht darin, elektrochemische oder elektrophysikalische
Veridnderungen im Medium und an den Elektroden von den direkten Auswirkungen des
Stroms und seines elektromagnetischen Feldes zu trennen. Ferner lassen sich nicht alle
in vitro Experimente uneingeschrinkt auf den klinischen Bereich iibertragen, da in
einigen Fillen die verwendete Spannung und Stromstirke fiir den Menschen

schmerzhaft oder todlich gewesen wiire.
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2 Eigene Untersuchungen
2.1 Material und Methoden

2.1.1 Eigenschaften und klinische Anwendung des Dermapulse®- Geriits

Das Dermapulse®- Gerit (Gerromed GmbH, Hamburg) ist ein medizinisches Gerit, das
einen gepulsten, niederfrequenten Gleichstrom mit niedriger Stromspannung von maximal
75 V produziert (LVPC = Low Voltage Pulsed Current). Diese Spannung wird aber am
Patienten nicht erreicht wenn der Strom ordnungsgemi3 iiber die gelbeschichtete
Wundelektroden appliziert wird. Eine 6 Volt Batterie dient als Stromquelle. Der Anwender
kann iiber Tasten am Gehiduse stufenlos die gewiinschte Stromstirke (0-42 mA), die
Polaritit (positiv oder negativ), und die Impulsfrequenz (64 Hz oder 128 Hz) einstellen.
Die Einstellungen werden auf dem Display wihrend der voreingestellten
Behandlungsdauer von 30 min angezeigt. Uber zwei Buchsen lassen sich insgesamt vier
Behandlungselektroden und zwei Dispersionselektroden anschlieen. Bei einer gewihlten
Impulsfrequenz von 128 Hz flie3t etwa alle 8 ms fiir 140 ps ein elektrischer Strom. Das
Geriit stellt tiber eine Verdnderung der Spannung sicher, dass zu jeder Zeit der Behandlung
der vom Anwender gewdhlte Strom flieBt (Konstantstromquelle). Ein hoher elektrischer
Widerstand wie z. B. bei einem trockenen Wundgrund fiihrt zu einer Hochregulierung, ein
niedriger elektrischer Widerstand (feuchter ~Wundgrund) dagegen zu einer
Herabregulierung der Spannung. In Tabelle 2 sind die Einstellungen und Eigenschaften des
Geriits, wie sie in den folgenden Versuchen Anwendung fanden, unter Beriicksichtigung

der Herstellerangaben zusammengestellt.

Tab. 2: Betriebsparameter des Dermapulse®— Geriits

Parameter Einstellungen
Stromart Gepulster, monophasischer Gleichstrom (LVPC)
Impulsfrequenz 128 Hz
Impulsdauer 140 ps
Polaritit Wiihlbar (positiv / negativ)
Ladung pro Impuls Maximal 5,9 uC
Intensitét 42 mA
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Die Dermapulse® - Behandlung wird grundsitzlich mit negativer Polaritiit eingeleitet und
zwar so lange, bis der Wundgrund sauber und mit fleischfarbenem Granulationsgewebe
bedeckt ist. Dies dauert im Durchschnitt sieben Tage. Ist der beschriebene Wundzustand
eingetreten, wird auf positive Polaritat umgestellt. Der Hersteller empfiehlt die Polaritit
anschliefend alle drei Tage zu wechseln.

Die Applikation des Stroms erfolgt am Patienten immer iiber zwei Elektroden: Einer
sterilen ~ Behandlungselektrode  und einer sog.  Dispersionselektrode.  Die
Behandlungselektrode wird direkt auf der Wunde fixiert. Die Dispersionselektrode, die den
tiber die Behandlungselektrode zugefiihrten Strom wieder abfiihrt, wird an einer
Korperstelle mit intakter Haut iiber einem groBen Muskel, z. B. dem Musculus gluteus
maximus, mindestens 30 cm von der Wunde entfernt aufgeklebt.

Die Elektrostimulation erfolgt zweimal téglich je 30 min lang. Der zeitliche Abstand der
Einzelbehandlungen muss mindestens 6 bis maximal 12 h betragen. Die Stromstérke soll
so gewihlt werden, dass die Behandlung dem Patienten nicht unangenehm wird. Sichtbare
Muskelkontraktionen und ein brennendes Gefiihl an den Elektrodenkontaktfldchen sind zu
vermeiden. In der Praxis bedeutet das, dass die verwendete Stromstiarke von Patient zu
Patient deutlich variieren kann. Als Frequenz sind generell 128 Hz zu wihlen. Nur fiir den
Fall, dass die Behandlungselektrode mit weniger als 50 % der Wundoberfliche Kontakt
hat, sollte die Frequenz auf 64 Hz reduziert werden. Die Einzelimpulse werden dann in

groBerem Abstand appliziert. Dadurch verlidngert sich die Behandlungszeit.

2.2 Durchfiihrung der in vitro - Studie
2.2.1 Dermapulse®- Geriit und Elektroden

Fiir alle Experimente wurde als Stromquelle das Dermapulse®— Reizstromtherapiegerét
verwendet, das in Deutschland durch die Firma Gerromed vertrieben wird. Bei den
spiter noch erwihnten Behandlungselektroden handelt es sich um Verbandelektroden
vom Typ woundEL®. WoundEL® ist ein Materialverbund aus drei Schichten. Die
patientennahe Oberfliche wird durch ein moderat absorbierendes Hydrogel gebildet.
Dieses liegt der mittleren Schicht, einem stromverteilendem und -—leitendem
Carbonfilm, direkt auf. Die dritte Schicht besteht aus einem nach aufBlen isolierenden

Polyurethanschaum.
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2.2.2 Eingesetzte Testbakterien

Als typische Erreger von Wundinfektionen wurden folgende Bakterienspezies
untersucht:

-Escherichia coli (ATCC 11229),

-Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

-Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442).

Als typische Kolonisationserreger chronischer Wunden (z.B. Ulcus cruris) wurden
-Enterococcus faecium (ATCC 6057),

-Klebsiella pneumoniae (Hautisolat eines Neonaten, IHU 05/2036) und

-Staphylococcus epidermidis (Haut-Isolat eines Erwachsenen, IHU 04/1853) eingesetzt.

Es wurde zunichst von jeder Bakterienart eine Stammldsung angesetzt. Dazu wurde je
eine koloniebildende Einheit (KbE) in 30 ml Casein-Soja-Pepton Bouillon (CSL, Oxoid
GmbH Wedel, Germany) gegeben und anschliefend 24 h lang im Brutschrank bei 37 °C

inkubiert. Die Bakteriensuspensionen wurden nachfolgend in den Versuchen eingesetzt.

Bevor der eigentliche Versuchsaufbau mit einer Probenzahl entwickelt war, die eine
statistische Auswertung ermoglichte, wurden orientierende Vorversuche durchgefiihrt.
Ziel war es, sich dem Thema auf verschiedenen Wegen zu nihern. Zwei dieser

Versuche werden hier beschrieben.

2.2.3 Vorversuch 1: Zur bakteriostatische Wirkung von LVPC

In Vorversuch 1 wurde die bakteriostatische Wirkung gepulsten Gleichstroms auf einem

mit Bakterien besiedelten Agar untersucht.
Als ,,Wundiquivalent* diente in dieser Versuchsreihe Columbia Schafblutagar (Becton

and Dickinson GmbH, Heidelberg). Dieser sollte vertikal vom Strom durchflossen

werden.
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Dafiir wurde unter sterilen Bedingungen eine kreisrunde Bodenelektrode aus
Aluminiumfolie (neoLab; Stirke: 0,03 mm) zwischen den Agar und den Petri-

Schalenboden gebracht (Abb. 1).

Abb. 1: Bodenelektrode zwischen Agar und Petrischalenboden

Uber eine Verdiinnungsreihe wurde die Staphylococcus aureus Stammsuspension auf
eine Koloniezahl von 10" KbE/ml eingestellt.

Von der hergestellten Verdiinnung wurden jeweils 100 upl auf den, wie oben
beschrieben, priparierten Blutagar gegeben und anschlieBend mit einem sterilen
Glasstab sorgfiltig verteilt, bis keine Restfeuchtigkeit mehr zu sehen war. Ziel war es,
eine moglichst dichte Besiedlung des Agars (mindestens 10 KbE/cm? Agaroberflidche),
mit gegeneinander abgrenzbaren Einzelkolonien, aber ohne konfluierenden Bewuchs

(,,Rasen*) zu erreichen.

Fiir die Versuche wurden die woundEL®-Elektroden in kleine Stiicke mit einer
Auflagefliche von 2,5 cm x 2,5 cm (6,25 cm?) geschnitten. Ein Teil der Elektroden
wurde unter aseptischen Kautelen (Werkbank) von der Gelschicht befreit, so dass jetzt

die darunter liegende Carbonschicht die Oberfliche der Elektrode bildete.
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Auf diese Weise erhielt man vier verschiedene Testsets :

-Testelektrode mit Geloberfliache und zusitzlicher ES
-Testelektrode mit Geloberfliche ohne ES
-Testelektrode mit Carbonoberfliche und zusitzlicher ES

-Testelektrode mit Carbonoberflache ohne ES (Abb. 2)

Zum besseren Kontakt zwischen Agar und der Elektrode mit Geloberfldche wurden drei
sterile Glasobjekttriger von 2,5 cm x 2,5 cm (6,25 cm?) GroBle und insgesamt 5 g
Gewicht auf die Gelektroden aufgelegt (Abb. 3). Die Elektroden ohne Gel hafteten sehr
gut auf dem Agar, so dass keine zusitzliche Beschwerung notig war.

Danach wurde die Lasche der Aluminium-Bodenelektrode mit dem Dispersionskabel
des Dermapulse®- Gerites konnektiert.

Die Lasche der Strom zufiihrenden Testelektrode wurde mit dem Behandlungskabel des

Gerites verbunden.

Abb. 2: Versuchsaufbau: Links ist je ein Gel-Testset mit

und ohne ES zu sehen, rechts je ein Carbon-Testset

mit und ohne ES
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Abb. 3: Zwei Gel-Testsets: Links ohne ES und rechts mit ES,

die Testelektroden sind mit Glasgewichten beschwert

Die Elektrostimulation erfolgte mit positiver Polaritét bei 128 Hz und 42 mA.

Nach 30 min wurden die Elektroden vorsichtig entfernt und die Petrischalen im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Die benutzten Elektroden wurden auf einer sterilen
Blutagarplatte platziert und leicht angedriickt. Diese Abklatschplatten wurden ebenfalls

in den Brutschrank gegeben.

Nach 24 h wurden die KbE auf den Columbia—Agarplatten mit dem Zihlgerit
ausgezihlt (Koloniezdhlgerit Modell 50300, Bioblock Scientific, Frankreich). Dabei
wurde zuerst die Fldche von 6,25 cm? ausgezihlt, die unter der Testelektrode lag und
die entsprechende Anzahl KbE des zugehorigen Abklatschs addiert, anschlieBend die
restliche, als Kontrolle dienende Agaroberfliche. Die Ergebnisse wurden in KbE/cm?
Testfliche bzw. KbE/cm? Kontrollfliche umgerechnet. Mit diesen Zahlen wird die
bakterielle Reduktion als Reduktionsfaktor (RF) fiir jeden Test nach folgender Formel

errechnet:

RE =g (A) —Ig (B)
(A = KbE/cm? Kontrollfliche; B = KbE/cm? Testfliche).
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2.2.4 Vorversuch 2: Zur bakterioziden Wirkung von LVPC in einer Fliissigkeit

In Vorversuch 2 wurde die bakteriozide Wirkung gepulsten Gleichstroms in einer

Fliissigkeit gepriift.

In dieser Versuchsreihe sollte eine mogliche Bakterienreduktion durch gepulsten
Gleichstrom in einer mit Bakterien versetzten Casein-Soja-Pepton Bouillon (CSL,
Oxoid GmbH Wedel, Germany) untersucht werden. Mit einfachsten Mitteln sollte der
Versuchsautbau von Blair Rowley, der 1972 in seinem Artikel ,,Electrical current
effects on E. coli growth rates* von ihm beschrieben wurde, zu Grunde gelegt werden.
36 sterile Polyethylen-Container mit den Maflen 5,9 cm x 3,5 cm x 1,3 cm

(Lange x Breite x Tiefe) dienten als Versuchsgefife.

Die WoundEL® - Elektroden wurden auf die GroBe 5,9 cm x 3,5 cm (20,65 cm?)
zugeschnitten und von der Hydrogelschicht befreit. AnschlieBend wurde in jedem
Container ein Elektrodenpaar an den Innenwénden befestigt (Abb. 4). Der Abstand, der

beiden sich gegeniiberliegenden Elektrodenflichen, betrug etwa 11 mm.

Abb. 4: Ein mit Elektroden bestiickter und mit

Staphylococcus aureus Suspension gefiillter

Versuchscontainer
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In jedes Gefall wurden 15 ml Fliissigkeit gegeben. Es handelte sich hierbei um eine mit
dem Fotometer (Densimat, Biomerieux SA France) auf 1 McFahrland eingestellte
Staphylococcus aureus CSL Suspension.

Jede der Elektroden hatte, bedingt durch die Fiillhohe, auf einer Fldache von etwa

4,0 cm x 3,5 cm (14 cm?) Kontakt zur Fliissigkeit. Damit ein Stromfluss moglich war,
musste eine der beiden Elektroden, analog der sonst verwendeten Dispersionselektrode,
iiber einen Adapter mit der Strom abfithrenden Buchse des Dermapulse®— Geriits
konnektiert werden. Die andere Elektrode wurde wie gewohnlich mit dem Strom
zufithrenden Teil des Gerits verbunden. Ein Gerit diente je vier Testcontainern als

Stromquelle (es wurde mit insgesamt drei Dermapulse®- Geriten gearbeitet).

AnschlieBend wurde fiir die Dauer von 2 x 30 min ein Strom mit einer Pulsfrequenz von
128 Hz und einer Stromstirke von 42 mA appliziert. Zwolf Container wurden mit
positiver Polaritit behandelt. An den anderen zwolf wurde negative Polaritét appliziert.

Auf je vier Testcontainer kamen zwei Kontrollcontainer, in denen kein Strom floss.
Getrennt nach Polaritit waren je 18 Container (zwolf mit ES und sechs Kontrollen) im

Einsatz.

Wihrend des Versuchs wurde alle 10 min der Inhalt jedes Containers mit Hilfe einer
separaten sterilen Impfose griindlich durchmischt, um ein Absinken der Bakterien auf
den Boden zu verhindern.
Zu drei Zeitpunkten wurden aus jedem der Container je 10 ul Bakteriensuspension
entnommen:

-To:  Unmittelbar vor Versuchsbeginn

-T530:  Unmittelbar nach 30 Minuten ES

-Teo:  Unmittelbar nach 60 Minuten ES.

Diese Proben wurden anschlieend in 10 ml Casein-Soja-Pepton Bouillon verdiinnt.
Aus dieser Verdiinnung wurden 34,5 ul auf Columbia Schafblutagar mit dem Spiral
Plater (Spiral Plater Modell C, Spiral Systems Inc. Cincinnati; USA) ausplattiert und bei
37 °C fiir 24 h inkubiert.
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Die ausgezihlten KbE wurden mit den Kontrollen (arithmetisches Mittel) verglichen
und die bakterielle Reduktion als sog. Reduktionsfaktor (RF) fiir jeden Test nach

folgender Formel ermittelt:

RF =1g (A)-1g (B)
(A= KbE der Kontrolle; B= KbE nach ES).

2.2.5 Hauptversuch: Zur bakterioziden Wirkung von LVPC in einem

Baumwollgewebe

Im Hauptversuch wurde die bakteriozide Wirkung von pulsierendem Gleichstrom in

einem Baumwollgewebe untersucht.

Zu Versuchsbeginn wurden jeweils sechs sterile Baumwollstiickchen (2,5 cm x 2,5 cm)
mit 300 pl, einer auf 1 McFahrland eingestellten Suspension (Casein-Soja-Pepton), der
jeweiligen Bakterienspezies separat in sterilen Petrischalen getrinkt und auf eine

Stahlplatte (58 cm x 40 cm x 0,4 cm, rostfreier Edelstahl, V4A) aufgelegt (Abb. 5).

Abb. 5: Durchtrinkung der Baumwollquadrate mit der

bakterienhaltigen Suspension in Petrischalen
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Die Menge an bakterienhaltiger Fliissigkeit wurde so gewihlt, dass sie das
Baumwollgewebe gut durchfeuchtete, aber trotzdem nicht heraus lief bzw. heraus
tropfte.

Die Stahlfliche wurde vor und nach jedem Versuch griindlich mit 70 %igem Ethanol
desinfiziert (Einwirkzeit 10 min) und anschlieBend mit destilliertem Wasser von

eventuell verbliebenen Ethanolresten gereinigt.

Die Baumwollstiickchen wurden unmittelbar nach der Aufbringung auf die Platte mit
den Elektroden bedeckt, die den Lédppchen deckungsgleich waren und ebenfalls die
AbmalBe 2,5 cm x 2,5 cm hatten. Zur besseren Haftung wurde zusitzlich jede Elektrode
mit drei sterilen Objekttrigern (2,5 cm x 2,5 cm) mit einem Gesamtgewicht von 5 g

beschwert.

Danach wurden vier der sechs Sets (ein Set = Elektrode + Baumwollstiickchen +
Objekttrager) iiber die Elektrode mit dem Dermapulse®— Gerit verbunden. Die ES
wurde mit einer Stromstdrke von 42 mA bei einer Frequenz von 128 Hz iiber 30 min
durchgefiihrt. Zur Ableitung des Stroms wurden links und rechts an der Platte zwei
Dispersionselektroden angebracht, die ebenfalls mit dem Dermapulse® Geriit

verbunden waren (Abb. 6).
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Abb. 6: Versuchsaufbau nach Platzierung der Elektroden auf den
durchtrinkten Baumwollquadraten; im oberen Teil des Bildes sind

links und rechts die Disperionselektroden zu erkennen

Zur Untersuchung des Einflusses der Polaritit wurden je vier der Sets mit positiver bzw.
negativer Polaritdt angeschlossen. Die verbliebenden beiden Sets dienten als Kontrolle,
d. h. die liegenden Elektroden wurden nicht mit dem Dermapulse®- Geriit konnektiert
(Abb. 7). Die evtl. auf der Platte aufliegenden Elektrodenlaschen wurden mit Hilfe von
transparentem Kunststoff isoliert, so dass ein Stromfluss nur durch die Stoffquadrate

hindurch moglich war.
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Abb. 7: Aufbau bei laufendem Betrieb: An dem Gerit ist auf dem

Display links die gewihlte Stromstirke in mA abzulesen;
rechts wird die verbleibende Restzeit angezeigt, nach der sich

das Gerit automatisch abschaltet
Um wihrend der Versuche einen Eindruck iiber die elektrotechnischen Vorginge zu
gewinnen, wurden mit Hilfe eines Spannungsmessgerits Nachmessungen

durchgefiihrt?. In Abb. 8 und Abb. 9 ist jeweils die Spannung iiber die Zeit
festgehalten.

* Wir danken Herrn Dipl. — Ing. K. Ong von der TU Hamburg Harburg fiir die Unterstiitzung.
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Abb. 8: Aufgenommenes Rechtecksignal: Die Pulsdauer betrdgt 140 ps;

ein Puls erfolgt alle 8 ms
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Abb. 9: Ein einzelner Puls in groBerer zeitlicher Auflosung: Wihrend
eines Pulses flieBt der am Gerit eingestellte Strom von 42 mA mit einer

Spannung von etwa 11 Volt
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Nach 30 min ES wurden die Elektroden entfernt und jedes Baumwollstiickchen fiir 120
s in 20 ml Casein-Soja-Pepton Bouillon (CSL, Oxoid, Wedel, Germany) ausgeschiittelt.
Aus dieser Suspension wurden 34,5 pl auf Columbia Schafblutagar (Oxoid) mit dem
Spiralplater (Meintrup, Germany) ausplattiert und bei 37 °C fiir 24 h inkubiert. Die
ausgezidhlten KbE wurden mit dem arithmetischen Mittel der Kontrollen verglichen.
und die bakterielle Reduktion als sog. Reduktionsfaktor (RF) fiir jeden Test nach der
Formel RF =1g (A) — Ig (B) ermittelt (A= KbE der Kontrolle, B= KbE nach ES).

2.3 Statistische Auswertung

Eine statistische Auswertung erfolgte nur fiir die Ergebnisse des Hauptversuchs. Die
statistische Auswertung wurde mit dem Computerprogramm SPSS for Windows®,

Version 12 vorgenommen.

Der erste Teil der Auswertung besteht aus einer einfaktoriellen Varianzanalyse, bei der
gepriift wurde, ob sich das Bakterienwachstum in Abhingigkeit von der Art der ES
(positive Polaritét, negative Polaritit, Kontrolle) unterscheidet. Mit ihr sollte getestet
werden, ob sich unabhingig von der Bakterienspezies die Mittelwerte zwischen der
Anwendung von LVPC und der Kontrolle statistisch unterscheiden.

Auf die Auswertung der Daten mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse, die neben
dem Faktor Polaritiit auch den Faktor Bakterienart beriicksichtigt, wurde verzichtet, weil
das Wachstumsverhalten der einzelnen Testbakterienarten so unterschiedlich war, dass
ein Vergleich zwischen den einzelnen Bakterienspezies nicht sinnvoll erscheint.

Im Fall einer signifikanten Varianzanalyse sollen drei T-Tests angeschlossen werden,

um die globale Aussage der Varianzanalyse zu differenzieren (siche Abschnitt 2.3.1).
Fiir jede Bakterienspezies wurden jeweils drei einzelne T-Tests gerechnet. Diese sollen
den FEinfluss der ES (positiv, negativ, keine) auf die abhingige Variable

(Bakterienwachstum) fiir jede einzelne Bakterienart iiberpriifen.

In der Gramfidrbung lassen sich Bakterien unterschiedlich anfdrben. Drei der

untersuchten Bakterienarten sind gram positiv (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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epidermidis, Enterococcus faecium), die anderen drei gram negativ (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli). Um zu iiberpriifen, ob das
unterschiedliche Verhalten in der Anfirbung einen Einfluss auf die abhingige Variable
(Bakterienwachstum) hat, wurden zwei T-Tests fiir unabhingige Stichproben gerechnet.
Dabei wurden jeweils die Mittelwerte zwischen den gram positiven und den gram
negativen Bakterienarten einmal unter Applikation von positiver Polaritit und einmal

unter Applikation von negativer Polaritdt miteinander verglichen.

Unter Annahme eines Effekts d = 0.7, einer Teststidrke B = 0.8 und eines o - Niveaus
von p = 0.05 ergab sich unter zur Hilfenahme der Tabellen nach Cohen ein
erforderliches n fiir die Durchfiihrung eines T-Tests mit unabhiingigen Stichproben von
mindestens 26 Versuchen pro Versuchsgruppe.

Das gewihlte n von 31 bis 36 Versuchen pro Gruppe ermoglicht auch eine
varianzanalytische Auswertung.

Da es sich bei dieser Testanordnung um eine Verkniipfung von ,,Und — Hypothesen*

handelt, ist eine Adjustierung des o - Fehlers nicht notwendig.

2.3.1 Hypothesen

Hypothesen der Varianzanalyse

Folgende Hypothesen wurden mit der Varianzanalyse iiberpriift:

Nullhypothese der Varianzanalyse

Die Mittelwerte der abhidngigen Variablen (Bakterienwachstum) unterscheiden sich
nicht statistisch bedeutsam beziiglich der Art der applizierten ES (positive Polaritit,

negative Polaritét, Kontrolle).

Alternativhypothese der Varianzanalyse

Die Mittelwerte der abhiingigen Variablen (Bakterienwachstum) unterscheiden sich
statistisch bedeutsam beziiglich der Art der applizierten ES (positive Polaritit, negative

Polaritit, Kontrolle).
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Hypothesen fiir die sich der Varianzanalyse anschlieBenden T-Tests
Fiir den Fall, dass die Varianzanalyse signifikant werden sollte, werden im Anschluss
drei T-Tests fiir unabhiingige Stichproben gerechnet. Dabei sollen folgende gerichtete

Hypothesen iiberpriift werden.

1. Nullhypothese

Es gibt keinen statistisch bedeutsamen Unterschied zwischen den Mittelwerten des
Bakterienwachstums aller mit positiver Polaritit behandelten Testbakterien und der

Gesamtheit der als Kontrolle dienenden Versuche.

1. Alternativhypothese

Der Mittelwert des Bakterienwachstums aller mit positiver Polaritiit behandelten
Testbakterien ist statistisch bedeutsam kleiner als der Mittelwert der Gesamtheit der als

Kontrolle dienenden Versuche.

2. Nullhypothese

Es gibt keinen statistisch bedeutsamen Unterschied zwischen den Mittelwerten des
Bakterienwachstums aller mit negativer Polaritdt behandelten Testbakterien und der

Gesamtheit der als Kontrolle dienenden Versuche.

2. Alternativhypothese

Der Mittelwert des Bakterienwachstums aller mit negativer Polaritiit behandelten
Testbakterien ist statistisch bedeutsam kleiner als der Mittelwert der Gesamtheit der als

Kontrolle dienenden Versuche.

3. Nullhypothese

Es gibt keinen statistisch bedeutsamen Unterschied zwischen den Mittelwerten des
Bakterienwachstums aller mit positiver Polaritit behandelten Testbakterien und aller

mit negativer Polaritdt behandelten Testbakterien.

3. Alternativhypothese

Der Mittelwert des Bakterienwachstums aller mit positiver Polaritit behandelten
Testbakterien ist statistisch bedeutsam kleiner als der Mittelwert aller mit negativer

Polaritit behandelten Testbakterien.
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Hypothesen der T-Tests fiir jede einzelne Bakterienart
Um eine differenziertere Betrachtung fiir jede einzelne Bakterienart zu erreichen,
wurden fiir jede Bakterienspezies einzeln die folgenden statistischen Hypothesen mit

T-Tests uiberpriift:

Nullhypothese A

Fiir die betrachtete Bakterienart gibt es keinen statistisch bedeutsamen Unterschied
zwischen den Mittelwerten des Bakterienwachstums der mit positiver Polaritét

behandelten Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe.

Alternativhypothese A

Fiir die betrachtete Bakterienart ist der Mittelwert des Bakterienwachstums der mit
positiver Polaritit behandelten Versuchsgruppe statistisch bedeutsam kleiner als der

Mittelwert der Kontrollgruppe.

Nullhypothese B

Fiir die betrachtete Bakterienart gibt es keinen statistisch bedeutsamen Unterschied
zwischen den Mittelwerten des Bakterienwachstums der mit negativer Polaritit

behandelten Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe.

Alternativhypothese B

Fiir die betrachtete Bakterienart ist der Mittelwert des Bakterienwachstums der mit
negativer Polaritit behandelten Versuchsgruppe statistisch bedeutsam kleiner als der

Mittelwert der Kontrollgruppe.

Nullhypothese C

Fiir die betrachtete Bakterienart gibt es keinen statistisch bedeutsamen Unterschied
zwischen den Mittelwerten des Bakterienwachstums der mit positiver Polaritit

behandelten und der mit negativer Polaritit behandelten Versuchsgruppe.

Alternativhypothese C

Fiir die betrachtete Bakterienart ist der Mittelwert des Bakterienwachstums der mit
positiver Polaritit behandelten Versuchsgruppe statistisch bedeutsam kleiner als der

Mittelwert der mit negativer Polaritéit behandelten Versuchsgruppe.
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Hypothesen der T-Tests fiir den Vergleich zwischen gram positiven und gram
negativen Bakterienarten

Um zu untersuchen, ob der unterschiedliche Zellwandaufbau einen Einfluss auf das
Ausmal der bakterioziden Wirkung der ES hat, wurden folgende Hypothesen statistisch

tiberpriift.

I. Nullhypothese

Unter der Anwendung von positiver Polaritit unterscheiden sich die Mittelwerte der
abhingigen Variablen (Bakterienwachstum) fiir alle gram positiven und gram

negativen Bakterienarten nicht.

I. Alternativhypothese

Unter der Anwendung von positiver Polaritit unterscheiden sich die Mittelwerte der
abhingigen Variablen (Bakterienwachstum) fiir alle gram positiven und gram

negativen Bakterienarten.

II. Nullhypothese

Unter der Anwendung von negativer Polaritit unterscheiden sich die Mittelwerte der
abhingigen Variablen (Bakterienwachstum) fiir alle gram positiven und gram

negativen Bakterienarten nicht.

II. Alternativhypothese

Unter der Anwendung von negativer Polaritdt unterscheiden sich die Mittelwerte der
abhidngigen Variablen (Bakterienwachstum) fiir alle gram positiven und gram

negativen Bakterienarten.

3 Ergebnisse
3.1. Vorversuch 1

In der Versuchsreihe zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der bakteriostatischen
Wirkung zwischen der Gruppe mit ES und der Gruppe ohne ES. Als hochster RF wurde
in der Gruppe mit iiber Carbonelektroden applizierter ES ein Wert von 0,41 1g erreicht.

Die Mittelwerte der Testsets mit ES unterscheiden sich unwesentlich.
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Der niedrigste RF hatte den Wert von -0,17 lg und trat in der Gruppe ohne ES mit
Carbonelektroden auf. Auch der Mittelwert der Versuche fiir dieses Testset zeigt, dass
kein bakteriostatischer, sondern viel mehr ein geringer wachstumsfordernder Effekt
auftrat (Tab. 3).

Der Mittelwert des RF der Gruppe ohne ES mit Gelelektrode ist nur etwa halb so grof3

wie die der beiden Gruppen, in denen ES erfolgte.

Tab. 3: Die ermittelten Reduktionsfaktoren der Versuchsreihe unter Verwendung von
Gel- und Carbonelektroden auf Columbia-Agar; zwei der vier Gruppen wurden 30 min
mit gepulstem Gleichstrom mit 128 Hz positiver Polaritéit und einer Stromstirke von

42 mA behandelt

Versuchs- RF mit Elektrostimulation RF ohne Elektrostimulation
numiner Gel Carbon Gel Carbon

1 0,34 0,39 0,11 -0,13
2 0,38 0,26 0,29 -0,17
3 0,19 0,41 0,20 -0,05
4 0,40 0,30 0,12 -0,10
5 0,35 0,33 0,22 0,10
6 0,22 0,35 0,09 -0,05
7 0,35 0,23 0,15 0,14
8 0,19 0,26 0,10 -0,08
9 0,23 0,24 0,18 -0,05
10 0,21 0,34 0,11 0,11

Mittelwert 0,29 0,31 0,16 -0,03

3.2 Vorversuch 2

Die bakteriozide Wirkung iiberschritt sowohl bei positiver Polaritét (Tab. 4) als auch bei
negativer Polaritéit (Tab. 5) im Mittel nicht 0,04 1g. Als hochster RF wurde ein Wert von
0,09 lg erreicht. Damit ist die antibakterielle Wirkung in diesem Modell zu

vernachlédssigen.
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Tab. 4: Reduktionsfaktoren bei einem Strom positiver Polaritdt mit 42 mA und einer

Frequenz von 128 Hz

Versuchs- Reduktionsfaktor Reduktionsfaktor Reduktionsfaktor
Nummer To T30 T60
1 0,06 0,00 0,06
2 0,09 0,01 0,02
3 0,00 0,01 0,08
4 0,06 0,03 0,09
5 0,01 0,00 0,02
6 0,00 0,02 0,01
7 0,02 0,01 0,05
8 0,04 0,04 0,02
9 0,06 0,05 0,06
10 0,01 0,02 0,04
11 0,00 0,01 0,02
12 0,00 0,03 0,01
Mittelwert 0,03 0,02 0,04

Tab. 5: Reduktionsfaktoren bei einem Strom negativer Polaritit mit 42 mA und einer

Frequenz von 128 Hz

Versuchs- Reduktionsfaktor Reduktionsfaktor Reduktionsfaktor
nummer To T30 T60
1 0,02 0,04 0,00
2 0,08 0,02 0,01
3 0,01 0,01 0,04
4 0,03 0,03 0,09
5 0,07 0,05 0,05
6 0,01 0,04 0,01
7 0,06 0,01 0,04
8 0,00 0,02 0,02
9 0,06 0,05 0,01
10 0,01 0,02 0,05
11 0,01 0,02 0,00
12 0,00 0,03 0,00
Mittelwert 0,03 0,03 0,03
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3.3. Hauptversuch

3.3.1 Statistische Auswertung des Hauptversuchs

Die deskriptive Statistik der Daten des Hauptversuchs ist in Tab. 6 dargestellt.

Tab. 6 : Deskriptive Statistik der Versuchsdaten

Bakterien- Polaritit Versuche | Mittelwert | Standardabweichung
Spezies N (KbE) (KbE)
. + 31 7,8 x 10° 2,0 x 10°
Kiebsiella ; 32 8.9x 10° 2.5x 10°
pneumoniae i 5
Kontrolle 32 1,7x 10 4,5x 10
. + 36 2,3x 10° 1,2x 10°
Esc};’}’i"h’“ ; 36 5.1x 102 2.4x 102
Kontrolle 36 1,1 x 10 6,0x 10
Enterococcus + 32 2,6 X 102 1,6 x 1o§
faecium - 32 2,8 x 106 8,2 x 106
Kontrolle 32 4,7x 10 2,7x 10
Staphylococeus + 31 3,8 X 102 2,0 x 102
dnreus - 32 54 x 107 1,1 x 106
Kontrolle 32 1,1 x 10 3,6x 10
Staphylococeus + 31 8,9 x 102 3,1 x 102
epidermidis - 32 9,0 x 107 1,8 x 106
Kontrolle 32 1,2x 10 39x 10
Preudomonas + 32 5,8 x 102 3,8 x 102
geruginosa - 32 6,1 x 107 2,7 x 106
Kontrolle 32 1,0x 10 4.8 x 10
+ 193 43 x 10° 4,0 x 10°
Gesamt - 196 5,5x 10° 3,5x 10°
Kontrolle 196 9,3x 10° 5,9 x 10°

Ergebnisse der Varianzanalyse

Die signifikante Varianzanalyse (p = 0.00) zeigt, dass sich die Mittelwerte der
applizierten ES beziiglich der abhingigen Variablen (Bakterienwachstum) statistisch
bedeutsam voneinander unterscheiden (Tab. 7). Die Nullhypothese wird abgelehnt, und
die Alternativhypothese angenommen. Die Signifikanz der Varianzanalyse begriindet

sich durch die Signifikanz der Paarvergleiche positiv versus Kontrolle und negativ
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versus Kontrolle (Tab. 8). Die im Anschluss an die Varianzanalyse durchgefiihrten Post
hoc Tests deuten an, dass sich ein Trend dahingehend erkennen lédsst, dass das

Bakterienwachstum bei positiver und negativer Polaritit signifikant reduziert wird.

Tab. 7: Teststatistik der Varianzanalyse

Abhiingige Variable | Quadratsumme | Freiheitsgrade F Signifikanz

Bakterienwachstum 1,5x 10° 2 34,43 0.00%

*0o<0.05 ** o <0.01

Tab. 8: Post Hoc Tests nach Tamhane fiir den paarweisen Vergleich der
Elektrostimulation (positive, negative, keine Polaritit); Bakterienwachstum als

abhédngige Variable

Post-Hoc-Test Positiv-Kontrolle Negativ- Kontrolle Positiv- Negativ

0.00%* 0.00%* 0.64

*0o<0.05 ** o <0.01

Die sich der Varianzanalyse anschlieBenden T-Tests

Um die globale Aussage der Varianzanalyse statistisch absichern zu konnen, wurden
T-Tests angeschlossen, mit denen gerichtete Hypothesen iiberpriift werden konnen.
Dabei wurden iiber alle Bakterienarten positive Polaritdt versus Kontrolle, negative
Polaritit versus Kontrolle und positive Polaritit versus negative Polaritit miteinander

verglichen.
Der Mittelwertvergleich positive Polaritit versus Kontrolle wurde mit einem p = 0.00

signifikant, daraus folgt, dass die Nullhypothese 1 abgelehnt, und die

Alternativhypothese 1 angenommen wird.
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Fiir den Mittelwertvergleich negative Polaritit versus Kontrolle ergab sich ein
signifikantes Ergebnis mit p = 0.00. Die Nullhypothese 2 wird abgelehnt und die
Alternativhypothese 2 wird angenommen.

Der T-Test fiir den Mittelwertvergleich positive Polaritit versus negative Polaritit
wurde nicht signifikant (p = 0.14). Daraus ergibt sich, dass die Nullhypothese 3

angenommen, und die Alternativhypothese 3 verworfen wird (Tab. 9).

Der sich durch die Varianzanalyse abzeichnende Trend wurde durch die anschlieBenden
T-Tests bestitigt. Bei allen Bakterienspezies wird das Bakterienwachstum signifikant
bei positiver und bei negativer Polaritét reduziert. Die EffektgroBen von d = 0.70 bei
dem Vergleich positive Polaritit versus Kontrolle und d = 0.64 fiir den Vergleich
negative Polaritét versus Kontrolle unterstreichen diese Ergebnisse (Tab. 9).

Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied im Bakterienwachstum beim direkten
Vergleich von positiver und negativer Polaritit.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Varianzanalyse und die anschlieBenden
T-Tests zeigen, dass fiir alle Testbakterien in vitro eine statistisch bedeutsame
bakteriozide Wirkung des Dermapulse®- Verfahrens unabhingig von der verwendeten

Polaritét vorliegt.

Tab. 9: Teststatistik zu den Hypothesenpaaren 1, 2 und 3: Vergleich positive Polaritit
versus Kontrolle, negative Polaritét versus Kontrolle, positive Polaritiit versus negative

Polaritit

Mittelwertvergleich | T - Wert | Freiheitsgrade | Signifikanz | Effektstirke d
Positiv versus 6,92 345 0.00%%* 0.70
Kontrolle
Negativ versus 6,35 319 0.00%* 0.64
Kontrolle
Positiv versus 1,10 379 0.14 0.11
Negativ

* o< 0.05 o< 0.01
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T-Tests fiir jede einzelne Bakterienart

Um diese Ergebnisse noch einmal fiir die einzelnen Bakterienarten priifen zu konnen,
wurden fiir jede Bakterienspezies die in Kapitel 2.3.1 postulierten Hypothesenpaare
(Hypothesenpaare A, B und C) mittels T-Test fiir unabhéngige Stichproben iiberpriift.

Dabei ergaben sich fiir die einzelnen Testbakterien folgende Resultate:

Klebsiella pneumoniae:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von

p <0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.

Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Auch fiir das Hypothesenpaar C ergab sich die Annahme der Alternativhypothese. Das
Signifikanzniveau liegt bei p = 0.02.

Fazit: Klebsiella pneumoniae wird von LVPC mit positiver oder negativer Polaritit
signifikant reduziert. Dabei féllt die Bakterienreduktion durch positive Polaritit stirker

aus als durch negative.

Escherichia coli:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von
p<0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.
Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Auch fiir das Hypothesenpaar C ergab sich die Annahme der Alternativhypothese. Das
Signifikanzniveau liegt bei p < 0.01.
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Fazit: Escherichia coli wird von LVPC mit positiver oder negativer Polaritit signifikant
reduziert. Dabei fillt die Bakterienreduktion durch positive Polaritiit stirker aus als

durch negative.

Enterococcus faecium:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von

p <0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.
Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Das Hypothesenpaar C wurde nicht signifikant getestet (p = 0.20). Daraus ergibt sich
die Ablehnung der Alternativhypothese und die Annahme der Nullhypothese.

Fazit: Enterococcus faecium wird von LVPC mit positiver oder negativer Polaritit
signifikant reduziert. Ein signifikanter Unterschied im Bakterienwachstum hinsichtlich

der verwendeten Polaritit besteht nicht.

Staphylococcus aureus:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von

p <0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.

Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Auch fiir das Hypothesenpaar C ergab sich die Annahme der Alternativhypothese. Das
Signifikanzniveau liegt bei p < 0.01.

Fazit: Staphylococcus aureus wird von LVPC mit positiver oder negativer Polaritit

signifikant reduziert. Dabei féllt die Bakterienreduktion durch positive Polaritit stirker

aus als durch negative.

44



Staphylococcus epidermidis:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von

p <0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.
Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Das Hypothesenpaar C wurde nicht signifikant getestet (p = 0.47). Daraus ergibt sich
die Ablehnung der Alternativhypothese und die Annahme der Nullhypothese.

Fazit: Staphylococcus epidermidis wird von LVPC mit positiver oder negativer
Polaritit signifikant reduziert. Ein signifikanter Unterschied im Bakterienwachstum

hinsichtlich der verwendeten Polaritit besteht nicht.

Pseudomonas aeruginosa:

Bei der Uberpriifung des Hypothesenpaars A zeigte sich ein Signifikanzniveau von

p <0.01.

Damit wird die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen.
Fiir das Hypothesenpaar B ergab sich ebenfalls ein Signifikanzniveau von p < 0.01.

Hier wird die Nullhypothese ebenfalls abgelehnt und die Alternativhypothese
angenommen.

Das Hypothesenpaar C wurde nicht signifikant getestet (p = 0.35). Daraus ergibt sich
die Ablehnung der Alternativhypothese und die Annahme der Nullhypothese.

Fazit: Pseudomonas aeruginosa wird von gepulstem Gleichstrom mit positiver oder
negativer Polaritdt signifikant reduziert. Ein signifikanter Unterschied im

Bakterienwachstum hinsichtlich der verwendeten Polaritit besteht nicht.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass jede einzelne Bakterienart in ihrem
Wachstum statistisch signifikant durch die Anwendung von LVPC positiver oder
negativer Polaritit reduziert wird. Alle Effektgroflen liegen zwischen d = 0.92 und

d = 1.63, was laut Konvention einem starken Effekt entspricht.
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Die Reduktion fiel zwischen positiver und negativer Polaritit nur fiir Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli und Staphylococcus aureus signifikant unterschiedlich
aus, wobel die stirkere Reduktion bei positiver Polaritit nachweisbar war.

Insgesamt stellen sich die EffektgroBen fiir den Vergleich zwischen positiver und
negativer Polaritidt wesentlich geringer dar als fiir den Mittelwertvergleich positive
Polaritét versus Kontrolle und negative Polaritét versus Kontrolle.

Die Teststatistik der drei Hypothesenpaare wird in Tab. 10, Tab. 11 und Tab. 12
dargestellt.

Tab. 10: Teststatistik zu Hypothesenpaar A: Unterschied des Bakterienwachstums

zwischen mit positiver Polaritéit behandelter Versuchsgruppe und Kontrollgruppe

Bakterienspezies V’Vre;' g Frge;i:g:s- Signifikanz | Effektstiirke d
Klebsiella pneumoniae 4,99 49 0.00%** 1.26
Escherichia coli 6,00 36 0.00*=* 1.42
Enterococcus faecium 3,77 50 0.00%** 0.94
Staphylococcus aureus 5,79 61 0.00%*%* 1.50
Staphylococcus epidermidis | 6,06 61 0.00%* 1.53
Pseudomonas aeruginosa 3,93 62 0.00%** 0.98

*o<0.05 ** o <0.01

Tab. 11: Teststatistik zu Hypothesenpaar B: Unterschied zwischen negativer Polaritit

und Kontrollgruppe
Bakterienspezies WTe;' g Frg;:ggs- Signifikanz | Effektstirke d

Klebsiella pneumoniae 6,52 43 0.00%** 1.63
Escherichia coli 3,94 40 0.00%** 0.93
Enterococcus faecium 3,69 37 0.00%** 0.92
Staphylococcus aureus 4,07 36 0.00%* 1.02
Staphylococcus epidermidis 5,65 62 0.00%* 1.41
Pseudomonas aeruginosa 3,93 62 0.00%** 0.98
*o<0.05 ** q<0.01
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Tab. 12: Teststatistik zu Hypothesenpaar C: Unterschied zwischen negativer und

positiver Polaritit

Bakterienspezies “',l; -r g Frg;:ggs- Signifikanz | Effektstirke d
Klebsiella pneumoniae 2,03 61 0.02* 0.50
Escherichia coli 6,72 52 0.00** 1.58
Enterococcus faecium 0,78 47 0.22 0.20
Staphylococcus aureus 3,90 46 0.00%** 0.98
Staphylococcus epidermidis 1,71 48 0.47 0.43
Pseudomonas aeruginosa 0,38 62 0.35 0.10

*0o<0.05 ** o <0.01

T-Tests fiir den Vergleich zwischen gram positiven und gram negativen

Bakterienarten

Die deskriptive Statistik der in den folgenden T-Tests verwendeten Daten ist in Tab. 13

dargestellt.

Tab. 13: Deskriptive Statistik der Versuchsdaten

Polaritit | Fiarbeverhalten | Versuche N Mittelwert | Standardabweichung
Positiv Gram positiv 94 51x 10° 3,6 x 10°
Positiv Gram negativ 99 4,7x 10° 4,4 x 10°
Negativ Gram positiv 96 6,1 x 10° 33x 10°
Negativ Gram negativ 100 4,6 x 10° 3,7x 10°

Bei dem Vergleich von gram positiven und gram negativen Testbakterienarten ergab

sich unter der Applikation von positiver ES kein statistisch bedeutsamer Unterschied

beziiglich des Bakterienwachstums (p = 0.56). Fiir die Anwendung von negativer ES

ergab sich ein statistisch bedeutsamer Unterschied (p = 0.00). Die gram negativen

Bakterienarten werden signifikant stirker in ihrem Wachstum reduziert als die gram

positiven Bakterienarten (Tab. 14).
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Tab. 14: Teststatistik zu den Hypothesenpaaren I und II: Vergleich gram positiver und

gram negativer Bakterienarten

Polaritit T-Wert Freiheitsgrade | Signifikanz | Effektstirke d
Positiv 0,59 186 0.56 0,09
Negativ 2,92 193 0.00%* 0,42

*a<0.05 ** o< 0.01

3.3.2 Deskriptive Auswertung des Hauptversuchs

Die erhobenen Daten wurden zusitzlich deskriptiv ausgewertet. Dazu wurde das
arithmetische Mittel der errechneten Reduktionsfaktoren gebildet. Um einen
anschaulichen Uberblick iiber die tatsichliche Reduktion der einzelnen Testbakterien zu
bekommen, wurde die Bakterienreduktion zusitzlich als Prozentangabe ermittelt.
Hierzu wurde das Mittel der gezihlten KbE einer Testbakterienart getrennt nach der
verwendeten Polaritit mit dem Mittel der Anzahl der KbE der Kontrollgruppe ins
Verhiltnis gesetzt, wobei das Mittel der KbE der Kontrollgruppe gleich 100 % gesetzt
wurde (Tab. 15). Diese Daten sind ebenfalls in Abb. 10 und Abb. 11 grafisch
dargestellt. Im Anschluss sind eine Boxplotgrafik und die entsprechenden statistischen

Parameter in Abb. 12 und Tab. 17 eingefiigt.

Die Ergebnisse lassen sich folgendermaflen zusammenfassen:

LVPC positiver als auch negativer Polaritit wirkt bakteriozid.

Die stirkste Reduktion wurde gegeniiber Escherichia coli (mittlerer RF 0,77 1g bei ES
mit positiver Polaritit), die geringste gegeniiber Klebsiella pneumoniae (mittlerer RF
0,13 1g bei ES mit negativer Polaritit) ermittelt.

Staphylococcus epidermidis wurde von positiver ES im Mittel am schwéchsten

(RF 0,21 1g) und von negativer ES im Mittel am stirksten reduziert (RF 0,17 Ig).
Gleichzeitig ist Staphylococcus epidermidis das Bakterium, das insgesamt am

wenigsten durch ES reduziert wurde.
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Tab. 15: Reduktionsfaktoren und prozentuale Bakterienreduktion fiir die sechs

Testbakterien
Bakterien Versuche Mittelwert der Mittelwert der
N Polarit:it u Reduktionsfaktoren Reduktion
spezies N
Ig Y0
+ 31 0,28 47,8
Klebszellq i 32 0.13 242
pneumoniae
Gesamt 63 0,21 36,0
+ 36 0,77 79,1
Esgherzchza - 36 0.16 209
coli
Gesamt 72 0,47 54,5
+ 32 0,34 52,1
Entefococcus - % 0.15 25.0
faecium
Gesamt 64 0,25 38,6
+ 31 0,35 53,6
Staphylococcus - 0 0.15 268
aureus
Gesamt 63 0,25 41,1
+ 31 0,21 37,1
Staphylococcus - 32 0,17 30,5
epidermidis
Gesamt 63 0,19 33,8
+ 32 0,33 52,2
Pseudf)monas - 0 0.16 299
aeruginosa
Gesamt 64 0,25 41,1
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Die in den folgenden Abbildungen verwendeten Abkiirzungen sind in Tabelle 16
zusammengefasst.

Tab. 16: In den Abbildungen verwendete Abkiirzungen der Testbakteriennamen

Testbakterium Verwendete Abkiirzung
Klebsiella pneumoniae KPN

Escherichia coli EC

Enterococcus faecium EF

Staphylococcus aureus MSSA

Staphylococcus epidermidis MSSE

Pseudomonas aeruginosa PA

COKPN WEC EFF EIMSSA COMSSE EPA

Durchschnittlicher Reduktionsfaktor

Positiv Negativ Gesamt

Verwendete Polaritéit

Abb. 10: Die errechneten Reduktionsfaktoren fiir alle Testbakterien getrennt nach der
verwendeten Polaritit; ,,Gesamt* stellt das arithmetische Mittel der Reduktionsfaktoren

fiir die beiden Polarititen dar
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COKPN EEC EHFF EMSSA COMSSE HPA

100 —

Durchschnittliche Bakterienreduktion (%)

Positiv Negativ Gesamt
Verwendete Polaritéit

Abb. 11: Die ermittelte Bakterienreduktion als Prozentangabe getrennt nach der ver-
wendeten Polaritit; ,,Gesamt stellt das arithmetische Mittel der Reduktionsfaktoren

fiir die beiden Polarititen dar

Tabelle 17: Zusammenfassung der statistischen Parameter der folgenden Boxplotgrafik

Bakterien- KPN EC EF MSSA MSSE PA
spezies
Polaritit

Maximum
Minimum
Median
Mittelwert
25 Perzentil
75 Perzentil
Interquartil
Abstand
Standard-
abweichung
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1,40

1,20

1,00

0,80 —

0,60 —

Reduktionsfaktor

0,40 —

At

0,00

| | | | | |
KPN EC EF MSSA MSSE PA

Testbakterium

Abb. 12: Boxplots (Mediane, 25 Perzentil und 75 Perzentil) der RF-Werte
nach negativer bzw. positiver ES fiir die untersuchten Bakterienspezies
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4 Diskussion und Ausblick
4.1 Methode

Die bakteriostatische Wirkung elektrischen Stroms wurde in vitro hiufig auf Néahragar
untersucht (Kincaid u. Lavoie 1989; Liu et al. 1997; Merriman et al. 2004). Dieses
Modell sollte in dieser Studie explizit verlassen werden. Der Nachteil derartiger
Arbeiten liegt unserer Meinung nach in dem Verbleib der Bakterien auf dem durch die
indirekte elektrische Wirkung des Stroms (Bildung von H,O,, Azidierung des Agars)
verdnderten Ndhrmedium. So ist nicht eindeutig differenzierbar, ob die bakteriostatische
Wirkung eventuell allein durch die Verdnderung des Mediums zustande kommt, oder
auch eine direkte Beeinflussung des bakteriellen Organismus zum antibakteriellen
Effekt fiihrt. AuBerdem kann keine Aussage getroffen werden, ob die Wirkung nur
bakteriostatisch oder gegebenenfalls auch bakteriozid ist.

Bei der in dieser Arbeit beschriebenen Methode werden die Bakterien sofort nach
Versuchsende in eine frische Casein—Soja—Pepton Bouillon verbracht und anschlieend
auf Columbia — Agar ausplattiert. Damit kann ein eventuell chemisch verédnderter

Néhrboden als Storfaktor ausgeschlossen werden.

Da elektrischer Strom auch elektromagnetische Felder generiert, stellt sich die Frage,
inwiefern diese zu der bakterioziden Wirkung der ES auch auf die Kontrollversuche (die
auf der gleichen Unterlage, zeitgleich zu den Verumversuchen durchgefiihrt wurden)
beitragen. Eine messbare bakteriozide Wirkung des entstehenden elektromagnetischen
Felds ist unwahrscheinlich, da es sich hier zum einen um ein statisches und zum
anderen um ein sehr schwaches Feld handelt (personliche Mitteilung von Dipl.-Ing.

Kilian Ong, Technische Universitit Hamburg-Harburg).

Elektrischer Strom kann gegeniiber Metallen korrosive Wirkung haben. Dieser Effekt
wurde u. a. von Merriman et al. (2004) beschrieben. Auch in unserem Versuchsaufbau
konnten nach etwa zehnmaliger ES mit negativer Polaritit auf dem gleichen Abschnitt
der verwendeten Edelstahlplatte punktférmige Unebenheiten in der Oberfldche
festgestellt werden. Ob und in welcher Form dieses Phidnomen einen Einfluss auf die

erhobenen Daten hatte, bleibt in weiterfiihrenden Arbeiten zu tiberpriifen.
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4.2 Ergebnisse

Beziiglich der Wirkung auf Bakterien sind folgende Einfliisse elektrischen Stroms in
vitro nachgewiesen: Hemmung der chemotaktischen Aktivitit (Lokhvitskii et al. 2002),
Verkiirzung der Uberlebensfihigkeit (Escherichia coli, Serratia marcescens) (Zvitov et
al. 2004) und direkte bakteriostatische Wirkung (Kincaid u. Lavoie 1989). Im mit
Pseudomonas aeruginosa infizierten Ulkus der Ratte war bei negativer Polaritidt auch in
vivo eine antibakterielle Wirkung nachweisbar (Weiss et al. 1990). Das Ausmal} der

bakterioziden Wirksamkeit wurde jedoch bisher nicht untersucht.

Die errechneten RF bewegen sich in einem Bereich von 0,13 Ig bis 0,77 1g.

Im Vergleich zur mikrobioziden Wirkung eines Antiseptikums, die bei Eiweil3belastung
mit einem RF > 3 Ig (Pitten et al. 2003) definiert ist, ist die bakteriozide Wirkung der
ES mit LVPC, obwohl sie gegen alle gepriiften Bakterien signifikant nachweisbar war,
nur gering. Generell wird jedoch durch die bakteriozide Wirkung die biologische

Aktivitét der ES bestitigt.

Es ist anzunehmen, dass durch die bakteriozide Wirkung die giinstige Wirkung der ES
auf die Heilung besonders chronischer Wunden direkt unterstiitzt wird, weil jede
Kolonisation bzw. Infektion mit einer Wundheilungshemmung verbunden ist,
insbesondere durch Toxinfreisetzung und die Wirkung inflammatorischer Mediatoren.
In vivo kommen weitere durch ES stimulierte wundheilungsférdernde Einfliisse wie
Attraktion von Neutrophilen und Makrophagen, Verbesserung der Durchblutung und

Beeinflussung des Membranpotentials hinzu.

Der elektrophysiologische Wirkungsmechanismus der bei negativer im Vergleich zu
positiver Polaritdt ermittelten geringeren bakterioziden Aktivitét ist offen. Ob diese

Differenz in vivo in gleicher Weise ausfillt, kann mit der Studie nicht beurteilt werden.

Die statistisch ermittelte stirkere Reduktion der gram negativen Testbakterien bei
negativer ES sollte unter Vorbehalt betrachtet werden. Da Escherichia coli starke
Schwankungen im Wachstum zeigt, konnte dieser Unterschied eventuell auch auf diese

besondere Eigenschaft zuriickzufiihren sein. Uberpriift man die in Kapitel 2.3.1
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postulierte Hypothese II unter Ausschluss von Escherichia coli, ergibt sich keine
statistisch signifikante stidrkere Reduktion der gram negativen Testbakterien bei
negativer ES.

Die Aussage, dass gram negative und gram positive Bakterienarten in Abhéngigkeit von
positiver oder negativer ES Unterschiede im Wachstumsverhalten zeigen, soll deshalb

hier nicht getroffen und in anderen Arbeiten tiberpriift werden.

In der klinischen Anwendung der ES wird iiblicherweise fiir die ersten sieben Tage der
Behandlung negative Elektrodenpolaritidt, danach iiber mindestens drei Tage positive
bzw. tédglich wechselnde Elektrodenpolaritit eingesetzt. Der Grund hierfiir ist die
hohere Wirkung der negativen Elektrodenpolaritit auf Durchblutung und Attraktation
neutrophiler Granulozyten mit den giinstigen Auswirkungen auf Debridement,
Inflammation und Odembildung (Gentzkow 1993). Es ist jedoch trotz der geringeren
bakterioziden Wirkung der negativen im Vergleich zur positiven Elektrodenpolaritit
anzunehmen, dass die durch die negative Polaritit in vivo induzierten indirekten
antibakteriellen =~ Abwehrmechanismen zusitzlich unterstiitzt werden. In der
nachfolgenden Anwendung positiver Elektrodenpolaritit kann dieser Effekt verstirkt

zur Auswirkung kommen.

4.3 Ausblick

Die vorgelegte in vitro - Studie beschreibt die bakteriozide Wirkung von LVPC unter
experimentellen Bedingungen. Ob sich die nachgewiesenen Effekte auch in der
klinischen Anwendung des Dermapulse®—Verfahrens bestitigen, wird u. a. derzeit in
einer klinischen Studie in der Abteilung fiir Allgemein-, Gefid3- und Viszeralchirurgie,
GefiBzentrum/Wundzentrum der Asklepios Klinik Hamburg Harburg bei Anwendung

an Patienten mit arteriellen, vendsen und Dekubitalgeschwiirden gepriift.
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Thesen

Problemstellung

1. Mit der Professionalisierung des Wundmanagements wurden neben dem Einsatz
moderner Wundauflagen auch neue Therapieoptionen erschlossen. Eine
zukunftstrichtige neue Methode ist die Elektrostimulation (ES). Deren
wundheilungsfordernde Eigenschaft wurde mehrfach in einer Reihe klinischer

Studien hauptsichlich an Patienten mit chronischen Wunden nachgewiesen.

2. Eine Wundbehandlung mit Elektrostimulation kann das normale Hautpotential
wiederherstellen, das natiirliche Wunddebridement unterstiitzen und eine

tiberschieBende Entziindungsreaktion begrenzen.

3. Das Ziel der vorliegenden Studie bestand in der Quantifizierung einer
moglicherweise vorhandenen bakterioziden Wirkung des Dermapulse®—
Verfahrens (Applikation von gepulstem Gleichstrom mit niedriger Spannung)
unter realen Anwendungsbedingungen in vitro gegeniiber typischen

Besiedlungs- bzw. Infektionserregern.
Methode

4. In der Hauptversuchsreihe der Arbeit wurde die bakteriozide Wirkung der
Elektrostimulation auf die in einem Baumwollgewebe inkubierten Testbakterien
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium und Klebsiella pneumoniae

untersucht.
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10.

Die signifikante Varianzanalyse (p = 0,00) ergab, dass sich die Mittelwerte der
applizierten  Elektrostimulation beziiglich der abhédngigen Variablen
(Bakterienwachstum) statistisch bedeutsam voneinander unterscheiden. Bei
allen Bakterienspezies wird das Bakterienwachstum signifikant bei positiver

und bei negativer Polaritit reduziert.

Zusammenfassend ldsst sich die Aussage treffen, dass die Varianzanalyse und
die anschlieBenden T-Tests zeigen, dass fiir alle Testbakterien in vitro eine
statistisch bedeutsame bakteriozide Wirkung des Dermapulse®— Verfahrens

unabhiingig von der verwendeten Polaritit vorliegt.

Es ldsst sich feststellen, dass jede einzelne Bakterienart in ithrem Wachstum
statistisch signifikant durch die Anwendung von gepulstem Gleichstrom

positiver oder negativer Polaritit reduziert wird.

Die Reduktion fiel zwischen positiver und negativer Polaritit nur fiir Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli und Staphylococcus aureus signifikant
unterschiedlich aus, wobei die stirkere Reduktion bei positiver Polaritit

nachweisbar war.

Die stirkste Reduktion wurde gegeniiber Escherichia coli (mittlerer
Reduktionsfaktor 0,77 lg bei Elektrostimulation mit positiver Polaritit), die
geringste gegeniiber Klebsiella pneumoniae (mittlerer Reduktionsfaktor 0,13 Ig

bei Elektrostimulation mit negativer Polaritiit) ermittelt.

Staphylococcus epidermidis wurde von positiver Elektrostimulation am
schwichsten (Reduktionsfaktor 0,21 1g) und von negativer Elektrostimulation
am stirksten reduziert (Reduktionsfaktor 0,17 1g). Gleichzeitig ist
Staphylococcus epidermidis das Bakterium, das insgesamt am wenigsten durch

Elektrostimulation beeinflusst wurde.
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Schlussfolgerungen

11. Der elektrophysiologische Wirkungsmechanismus der bei negativer im
Vergleich zu positiver Polaritdt ermittelten geringeren bakterioziden Aktivitit
ist offen. Ob diese Differenz in vivo in gleicher Weise ausfillt, sollte in vivo

iberpriift werden.

12. Im Vergleich zur mikrobioziden Wirkung eines Antiseptikums, die bei
EiweiBbelastung mit einer Reduktion > 3 Ig definiert ist, ist die bakteriozide
Wirkung gepulsten Gleichstroms mit niedriger Spannung, obwohl sie gegen alle
gepriiften Bakterien signifikant nachweisbar war, nur gering. Generell wird
jedoch  durch die bakteriozide Wirkung die biologische Aktivitit der

Elektrostimulation bestitigt.
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