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Biofilmbildung priifen und vermeiden

Strukturierte Kunststoffoberfldchen vermindern Anhaftung von Bakterien

Biofilme sind enorm widerstandsfahige Konglomerate von Keimen auf Materialoberfldchen, die besonders in

medizintechnischen Anwendungen haufig zum Problem werden. Die Reduzierung der primdren Anhaftung der

Keime sowie die Messung und Bewertung der Biofilmbildung auf Kunststoffoberflachen ist daher ein wesent-

liches Problem, das es zu |6sen gilt.

ktuell werden beispielsweise bei

Dauerkathetern Arzneimittelwirkstof-
fe, wie Antibiotika oder Silber, in die Ka-
thetermatrix oder eine Aul3enschicht ein-
gearbeitet, um wahrend der mehrwochi-
gen Applikation die Ausbildung eines
Biofilms zu inhibieren und damit eine In-
fektion zu vermeiden [1, 2]. Auch werden
Katheter mit gerinnungshemmenden
Mitteln, wie Heparinen, beschichtet, um
Katheterthrombosen zu verhindern. Den-
noch kommt es bei derartigen Anwen-
dungen immer wieder zu mit Biofilmen
assoziierten Infektionen und oft auch zu
Thrombosen. Eine Lésung zur Uberwin-
dung dieser Probleme — ganz ohne den
Einsatz von Arzneiwirkstoffen — konnte ei-
ne spezifische Strukturierung der Materi-
aloberflachen sein [3].

Vor diesem Hintergrund erprobte das
Thuringische Institut fur Textil- und Kunst-
stoff-Forschung (TITK), Rudolstadt, im
Rahmen eines vom Bundesministerium
fur Wirtschaft und Energie (BMWi) gefor-
derten FuE-Projekts eine Technologie, die
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es ermoglicht, verschiedene periodische
Oberflachenstrukturen beim Spritzgiel3en
von 2K-FlUssigsilikonen zu erzeugen. Die-
se Polymerklasse spielt bei medizintech-
nischen Applikationen und Implantaten
haufig eine wichtige Rolle.

Oberflichendesign — Abbildung
periodischer Sulenstrukturen

Fur die Untersuchungen kamen struktu-
rierte Metallbleche (Shims) bzw. Spritz-
gusseinleger aus Nickel zum Einsatz. Die-
se Masterwerkzeuge mit der Negativ-
struktur der spater auf der Polymerober-
flache abzubildenden Struktur wurden
von der temicon GmbH, Dortmund, her-
gestellt. Erzeugt wurden die mikro- bis
nanostrukturierten Master durch Plasma-
atzen und/oder lithographische Verfah-
ren, die das Unternehmen seit Jahren
weiterentwickelt hat. Im Rahmen der Un-
tersuchungen wurden systematisch klei-
ner werdende Saulenstrukturen zur Ober-
flachenmodifizierung erprobt (Bild 1).

Wassertropfen auf Sili-
konmaterialien. Links:
ohne Struktur (hydro-
phob), rechts: mit perio-
discher Oberflachen-
struktur (superabwei-
send) oTITK

Die Abformungsversuche wurden
samtlich bei isothermer Temperaturfih-
rung (25°C Massetemperatur in der Spritz-
einheit, 140 - 160°C Werkzeugtempe-
ratur) durchgefihrt, auf einer vollelek-
trischen Spritzgiemaschine (Typ: Eco
Power 180/350; Hersteller: Wittmann Bat-
tenfeld GmbH, Meinerzhagen), die mit ei-
ner LSR-Fasspresse ausgestattet ist (flr
20 kg Pailkits, Typ: SilcoStar 902F; Herstel-
ler: 2 Komponenten Maschinenbau GmbH,
Marienheide). In dem zuvor evakuierten
(rund 500 mbar) Tauchkantenwerkzeug
befand sich senkrecht zur Anspritzrich-
tung (Filmanguss) das jeweilige Struktu-
rierungswerkzeug. Nach einer finfmin(ti-
gen Vulkanisationszeit im Werkzeug wur-
den die Bauteile per Hand entformt.

Die Uberprifung mit einem digitalen
3D-Lichtmikroskop sowie REM-Aufnah-
men bestatigen, dass die feinen Oberfla-
chentopographien der Strukturierungs-
werkzeuge bis zu einem Lochdurchmes-
ser von 0,7 um (entspricht dem Durch-
messer der Saulenspitzen Ds auf der »
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Werkzeug (Locher)
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= u =
D,
LSR LSR

P o Werkzeug (Saulen) p

Struktur 1-M  Struktur 2-M  Struktur 3-M  Struktur 4-N Struktur 5-N-i Struktur 6-AR

B Di[um] 8 3 1
Ds[um] 3 2 0,7
® Plum] 15 4 15
H [um] 20 8,5 3
-—- AR 25 238 3

0,45 0,45 0,25
0,33 0,33 0,25
0,55 0,55 0,29
1,2 1,2 0,35
2,7 2,7 14

Bild 1. Erprobte periodische Oberflachenstrukturen und Kennwerte der dafiir eingesetzten

Werkzeuge. AR = Aspektverhaltnis Quelle: TITK, Grafik: © Hanser

100 um

Bild 2. Ausgewahlte exemplarische REM-Aufnahmen der auf den Polymeroberflachen erzeugten

periodischen Strukturen: Saulenstruktur = Struktur 2-M (a, b), inverse Struktur = Struktur 5-N-i (c)

Quelle: TITK, Grafik: © Hanser

Silikonoberflache) auf der Polymerober-
flache abgeformt werden (Bild 2). Mit ei-
nem Abstand (P fir engl. Pitch) von rund
1,5 um zwischen den Sdulen geschieht
dies weitgehend mit hoher Genauigkeit
und ausgepragter Tiefenwirkung (effektiv
abgebildetes Aspektverhaltnis von bis zu
rund 2,5).

Harte (Shore A)

Material

Struktur 1-M

Wann die Abformqualitit abnimmt

Weiterhin zeigte sich tendenziell, dass bei
einem Aspektverhaltnis von > 2,5 sowohl
mit einer weiteren Verkleinerung der Sau-
lenstrukturen (Struktur 4-N: Lochdurch-
messer D, = 0,33, P = 0,55 um) als auch
mit abnehmender Harte des Silikonmate-

Struktur 2-M Struktur 3-M

Struktur 4-N

rials die Qualitat der Abformung unter an-
sonsten konstanten Bedingungen unver-
kennbar abnimmt (Tabelle 1).

Die winzigen Hohlrdume der Werk-
zeuge werden nicht mehr vom Material
ausgeflllt bzw. die Sdulen ,verkleben”
nach der Entformung. Das Resultat sind
unvollsténdige und/oder fehlerhafte Struk-
turen. Zum Vergleich wurde auch eine in-
verse Struktur erprobt (Struktur 5-N-i).
Diese konnte trotz des hohen Aspektver-
haltnisses von 2,7 mit sehr hoher Genau-
igkeit abgebildet werden (Bild 2).

Als eine weitere nanoskalige Struktur
wurde auch eine sogenannte Mottenau-
genstruktur (Struktur 6-AR) getestet (Bild 1).
Diese weist ein geringeres Aspektverhalt-
nis als die anderen Strukturen auf und
|3sst sich ebenfalls mit hoher Genauigkeit
auf der Materialoberflédche abbilden. Die-
se Art von Struktur hat sich u.a. fur op-
tische Anwendungen bewdhrt, um die
Lichttransmission im Spektralbereich des
sichtbaren Lichts zu erhdhen [4].

Charakteristik der strukturierten
Oberflichen

Makroskopisch ist die mikro- bis nanome-
terfeine Strukturierung der so modifizier-
ten Silikonoberfldchen nicht zu erkennen.
Einzig die Farbauffaicherung des reflek-
tierten Lichts Iasst auf eine Strukturierung
schlieen (Bild 3). Durch Messung des Be-
netzungsverhaltens (Drop Shape Analy-
zer Typ: DSA 100; Hersteller: Krtiss GmbH,
Hamburg) erfolgte eine erste quantitative
Beurteilung der Funktion der erfolgreich
abgebildeten Strukturen (Tabelle 2).

Dabei zeigte sich u.a. ein stark verdn-
dertes Benetzungsverhalten der erzeug-
ten funktionalen Oberflaichen im Ver-
gleich zu einer glatten Oberflache des
gleichen Materials. So sinken vor allem
die dispersen Wechselwirkungen (Ogispers)
durch die Sdulenstrukturen mit hohem
Aspektverhéltnis signifikant ab, weshalb

Struktur 5-N-i Struktur 6-AR

LSR 2020 20

o o - - ++ +

LSR 2060 60

++ + + - ++ +

" wegen des Olfilms REM nicht maglich, per Lichtmikroskopie nicht eindeutig zu bewerten

Tabelle 1. Qualitative Bewertung der Auswirkung unterschiedlich harter 2K-Silikonformmassen auf die Qualitat der Abformung.

Legende: ++ sehr gut; + gut, vereinzelte Fehler; o noch befriedigend, mit systematischen Fehlern; - mangelhaft quelle: Tk
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sich die Benetzung insgesamt reduziert
bzw. der Kontaktwinkel gegentber Was-
ser stark ansteigt. Mit einem Kontaktwin-
kel gegenlber Wasser von bis zu 150°
weisen die so strukturierten Oberflachen
(Strukturen 1-M bis 3-M) ein superabwei-
sendes Verhalten auf.

Beim Vergleich aller angefertigten
Strukturen fallt jedoch auf, dass der Kon-
taktwinkel sowohl bei der inversen Struk-
tur (Struktur 5-N-i) mit 117° + 2° als auch
bei der Mottenaugenstruktur (Struktur
6-AR) mit 108° + 3° wiederum sehr dhn-
lich der unstrukturierten Materialoberfla-
che (112° + 1°) ist. Diese Oberflachen ver-
flgen somit Uber ein geringeres wasser-
abweisendes Verhalten, das aber rein
physikalisch immer noch dem von Teflon
ahnelt (Tabelle 2). Teflon hat von allen Poly-
mermaterialien einen der gréfiten Kon-
taktwinkel zwischen Wasser und einer
glatten Oberflache [5].

Auffallig war bei den Untersuchun-
gen der Materialproben, dass die struktu-
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Bild 3. Farbauffache-
rungseffekt an einer
der strukturierten
Polymeroberflachen
im Vergleich zu einer
Probe ohne Oberfla-
chenstruktur aus
dem gleichen Mate-
rial ©TITK

rierten Silikonmaterialien generell relativ
robust sind, wahrend beispielsweise ver-
gleichbar strukturierte Oberfldchen auf
Polypropylen [6] oder durch Nanopartikel
auf Oberfldchen erzeugte superhydro-
phobe Strukturen [7] hochempfindlich
auf mechanische Belastungen reagieren.
Dies ist ein wesentlicher Anwendungs-
vorteil.

Entwicklung eines standardisierbaren
Biofilmtests

Zu Untersuchungen mit Biofilmen exis-
tieren zahlreiche wissenschaftliche Publi-
kationen, aber keine Normprufungen oder
standardisierte Verfahren, sodass die Er-
gebnisse in der Regel nicht vergleichbar
sind. Daher entwickelte das TITK ein neu-
es, einfaches, robustes und standardisier-
bares Verfahren zur Uberprifung der Bio-
filmbildung auf Kunststoffoberflachen.
Damit ldsst sich die unterdrickte Ad-
hasion von Bakterien an Kunststoff- »

Bild 4. Biofilmtest mit Staphylococcus aureus DSM 346 nach Vitalfarbung mit MTT und Zugabe
von i-Propanol eTk
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oberflachen bewerten und flr verschie-
dene Kunststoffe gleichsam quantitativ
vergleichen. Neben der Identifikation von
geeigneten Testkeimen, Medienkonzen-
trationen und Inkubationsbedingungen
erwies sich hier vor allem das Finden ge-
eigneter Kontrollen (Positiv- und Negativ-
kontrolle) zur Validierung des Tests als
grol3e Herausforderung.

Da keines der getesteten und kom-
merziell verflgbaren Materialien als Posi-
tivkontrolle (PK) geeignet war, musste
eine eigene Materialkontrolle entwickelt
werden. Mit einer Materialkombination
aus einem speziellen Polyamid und ei-
nem eigens vom TITK entwickelten anti-
bakteriellen Additiv [8] gelang es schliel3-
lich, ein geeignetes Material als Positiv-
kontrolle zu etablieren, das keine bis nur
eine dullerst geringe Biofilmbildung un-
ter Testbedingungen aufwies. Zum Nach-
weis des Biofilms wurde der Farbstoff
Thiazolylblau (bekannt unter dem Kurzel
MTT) eingesetzt, der durch lebende Zel-
len von gelb nach lila-blau umgesetzt
wird (Bild 4).
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Bild 5. Biofilmabwei-
sende Wirkung ausge-

B statisch
dynamisch

wabhlter Silikonmateria-
lien (Probe 1 = Struktur
3-M, Probe 2 = Struktur
5-N-i) unter statischen
und dynamischen
Inkubationsbedingun-
gen, mit Teflon als

1 Negativkontrolle (NK)
und einem antibakte-

NK PK Pr.1

* Mittelwert der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 570 nm als MaR fiir die

MTT-Konzentration im Medium

Mit dem so etablierten Test wurden
alle angefertigten oberflachenstrukturier-
ten Materialproben gepriift. Dabei zeigte
sich am Beispiel des LSR 2060 (Hersteller:
Momentive Performance Materials Inc.),
dass mit zunehmender Feinheit der Ober-
flachenstrukturen die Ansiedlung eines
Biofilms erschwert wird. Mit der ebenfalls
erprobten inversen Struktur (Struktur 4-
N-i) wird ein in etwa gleich starker Effekt
erzielt wie mit der feinsten abformbaren
Saulenstruktur (Struktur 3-M) (Bild 5).

Die ebenfalls erprobte Mottenaugen-
struktur (Sdulenstruktur mit geringerem
Aspektverhaltnis) fiihrt selbst indessen zu
keiner ausgepragten Reduktion der Bio-
filmbildung. In Kombination mit dem
selbstschmierenden Silikonmaterial LSR
4655SL (Momentive) kann jedoch ein
dhnlich starker biofilmabweisender Effekt
nachgewiesen werden. Generell ist der
Effekt der Strukturierungen unter dynami-
schen Bedingungen stdrker ausgepragt
als unter statischen Bedingungen.

Fazit

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Oberfls-
chenstrukturierung von Silikon mithilfe

Material [mN/m]

O gispers

LSR 2060, Struktur 1-M bis 3-M 2,8

Cpolar

Pr.2 riellen silberhaltigen
Spezialpolymer als

Positivkontrolle (PK)
Quelle: TITK, Grafik: © Hanser

der entsprechenden Werkzeuge mit einer
Feinheit von bis zu ca. 0,5 um im Spritz-
gielBverfahren moglich ist und dabei ab-
weisende bis superabweisende Oberfla-
cheneigenschaften erreicht werden kon-
nen. Mit Blick auf das Ziel, eine Biofilmbil-
dung zu verhindern, wird mit zunehmen-
der Feinheit der Strukturen ein besserer
Effekt erzielt. Aber auch besonders in ei-
ner Kombination aus den kleinstmdogli-
chen Strukturen und einem selbst-
schmierenden, biokompatiblen Silikon-
material lasst sich ein vielversprechender
Losungsansatz erkennen.

Die prototypisch auf den Material-
oberfldchen applizierten Strukturen eig-
nen sich unter anderem fir optische
und mikrofluidische Systeme, aber auch
zur Variation der Grenzflacheneigen-
schaften von Kunststoffteilen im Hin-
blick auf deren Bioadhdsion. Die etab-
lierte mikrobiologische Prifmethode zur
Bewertung der Bioadhdsion an Kunst-
stoffoberflachen kann generell auch zur
Bewertung und zum Vergleich von
Oberflachen verschiedenster Materia-
lien flr weitere Entwicklungen sowie fur
kundenspezifische Fragestellungen ge-
nutzt werden. m

[mN/m] o [mN/m] | Kontaktwinkel H,0 [°]

146 +6

Ref. 1: Teflon, PTFE (glatt) 18,6

116+1

Ref. 3: Glas (glatt)

~300 28+3

Tabelle 2. Oberflachenspannung und Kontaktwinkel exemplarisch ausgewahlter strukturierter

Silikonoberflachen im Vergleich zu verschiedenen glatten Materialoberflaichen. Legende:

o = Oberflachenspannung; Ogispers = disperser Anteil von ; Operer =

polarer Anteil von 6 Quelle: TITK
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