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I. Einleitung

Karies zahlt neben der Parodontitis zu den haufigsten Krankheitsbildern der Zahne. Dabei gilt
das Bakterium Streptococcus mutans (S. mutans) neben Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mitis und weiteren Bakterienspezies als einer der Leitkeime in der Pathogenese
der Karies. Die Adhasion der Mikroorganismen an die Zahnhartsubstanz bzw. an Fullungs-
und Restaurationsmaterialien spielt dabei eine grofle Rolle. In vivo lagern sich die
Mikroorganismen nicht direkt an das Material oder den Zahn an, sondern (ber das durch den
Speichelfluss gebildete Pellikel. Durch Kolonisierungs- und Wachstumsvorgéange kommt es
dann zur Entstehung der dentalen Plaque, einem Biofilm, der nicht mehr durch die
Selbstreinigung der Mundhohle entfernbar ist.*

Die dentale Plaque besteht aus Bakterien (ca. 70 %) und einer Plaquematrix (ca. 30 %), die
zum einem aus Speichelglykoproteinen und zum anderen aus extrazellular produzierten
Polysacchariden der Bakterien besteht.? Die Bakterien sind in der Plaguematrix eingebettet
und leben dort in Symbiose oder Asymbiose.® Einige der Bakterien konnen Toxine und
Sauren produzieren, die z.B. Karies ausldsen kdnnen oder mitverantwortlich fur parodontale
Erkrankungen sind.* Daher stellt die Hemmung bzw. Verminderung der Adhésion der
Mikroorganismen an Restaurationsmaterialien einen Forschungsansatz in der Zahnmedizin
dar.

Ein potentieller Ansatzpunkt zur Verminderung der Plaquebildung ist, die Werkstoffe auf die
bakterielle Adhdsion zu Uberpriifen und zu verbessern. Da die Mdoglichkeit besteht, die
Adhéasion der Bakterien durch Verbesserung der Eigenschaften eines Materials wie der
Oberflachenrauigkeit oder -energie oder durch die Materialwahl (z.B. Keramik) zu
beeinflussen®, wurden Studien durchgefiihrt, die unterschiedliche Adhasionsverhalten an
verschiedenen Materialien feststellen konnten.®

Aullerdem ist es von groRer Bedeutung, die komplexen Vorgénge der Pellikelbildung und
Bakterienadh&sion vollstandig aufzuklaren, um an diesem Punkt in die Kariogenese
eingreifen zu kénnen.

Fiur die Erforschung der Bakterienadhésion und Plaquebildung sowie fir die Entwicklung

spezieller zahnérztlicher Werkstoffe sind umfangreiche Untersuchungen unabdingbar. Diese

! Hellwig et al., 2009.

2 Géngler et al., 2005.

® Géngler et al., 2005.

* Gangler et al., 2005.

> Nikama et al., 1998; Zalkind et al., 1998; Marsh, 1993.

® Kawai et al., 2001; Steinberg et al., 2002; Tanner et al., 2005.



koénnen sowohl in vivo als auch in vitro stattfinden. Da die Versuche in vitro im Gegensatz zu
den Untersuchungen in vivo keinen individuellen Schwankungen unterworfen sind und somit
zumindest bis zu einem gewissen Grad eine Reproduzierbarkeit gewdhrleisten, werden diese
fir die Grundlagenerforschung héufig bevorzugt.

Die Quantifizierung der Bakterien kann durch verschiedene Methoden erfolgen, wobei
Verfahren mit Fluoreszenzstoffen, die ursprunglich fur die Verwendung von
Zytotoxizitatsuntersuchungen entwickelt wurden, verbreitet sind.

Aufgabenstellung dieser Dissertation war es, die Eignung des Fluoreszenzfarbstoff Cytox
Violet® zur Quantifizierung von in Biofilmen organisierten Mikroorganismen zu untersuchen
und mit den tblicherweise im biologischen Labor der Poliklinik fur zahnarztliche Prothetik

der Universitat Regensburg verwendeten Methoden zu vergleichen.



Il. Literaturtbersicht
1. Physiologische Grundlagen

1.1 Naturlicher Speichel

1.1.1 Speichelbildung

Speichel wird von den drei paarigen groRen Speicheldriisen (Glandula parotidea, Glandula
sublingualis, Glandula submandibularis) sowie kleinen submukdsen Speicheldriisen, die sich
in der Rachen- und Mundschleimhaut befinden, sezerniert.” Die Gesamtheit des Speichels, der
von den verschiedenen Speicheldrusen produziert wird, wird als Mischspeichel bezeichnet.
Die Azini der Speicheldrisen sind fur die Chlorid-, Natrium- und Wassersekretion
verantwortlich. Der in der jeweiligen Speicheldriise gebildete Speichel wird auch als
Priméarspeichel bezeichnet. Dieser ist zundchst isoton, wird aber durch Rickresorption von
lonen durch die Schalt- und Streifenstiicke letztendlich durch die Ausfuhrungsgéange als
hypotoner Sekundarspeichel in die Mundhohle sezerniert.® Dabei ist der Speichel beim
Austritt aus den Ausfuhrungsgangen zundchst steril, wird aber sofort mit Mikroorganismen
kontaminiert.® Durch das Sulkusfluid, das polymorphnukledre Leukozyten, exfoliierte
Epithelzellen und tote oder lebendige Bakterien und deren Metaboliten enthalt, wird der
Mischspeichel komplettiert.™

Die Speicheldriisen unterscheiden sich hinsichtlich der Zusammensetzung des von ihnen
sezernierten Speichels. Die Glandula parotidea ist eine rein serése Drise, die Glandula
submandibularis ist eine gemischt seromukdse Driise und die Glandula sublingualis ist eine
liberwiegend mukése Driise.'! Die serésen Zellen der Glandula parotidea produzieren z.B. a-
Amylase, Lysozym, Laktoferrin, Peroxidase, die Wachstumsfaktoren NGF und EGF und bei
Sauglingen auch Lipase, wahrend die mukdsen Zellen der Glandula submandibularis im
Wesentlichen Schleime (Muzine) produzieren.*?

Der Speichelfluss wird durch das autonome Nervensystem kontrolliert und unterliegt einem
zirkadianen Rhythmus, welcher fiir Ruhe- und Stimulationsspeichel unterschiedlich ist.* Die

Glandula submandibularis sezerniert den Hauptanteil des Speichels in korperlicher Ruhe bei

" Edgar, 1992; Hellwig et al., 2009.

SWelsch, 2006; Lillmann-Rauch, 2006.
Hellwig et al., 2009.

9Gangler et al., 2005; Lillmann-Rauch, 20086.
1 llmann-Rauch, 2006.

2\Welsch, 2006.

13Gangler et al., 2005; Llena-Puy, 2006.



Parasympathikusaktivitdt (Ruhespeichel),** bei Stimulation des Sympathikus sezerniert

hingegen die Glandula parotidea den gréRten Teil des Reizspeichels.™

Die durchschnittliche FlieRrate betragt ca. 1 | pro Tag.'® Jedoch schwanken die individuellen

Werte des Ruhespeichels wie auch die stimulierte FlieRrate erheblich.'’

1.1.2 Zusammensetzung und Funktion

Speichel erflllt mehrere Aufgaben:

er besitzt eine Pufferkapazitat, indem z.B. nach Anstieg des Sauregehalts vermehrt
Hydrogencarbonat sezerniert wird®

er ist durch das Speichelenzym a-Amylase an der Verdauung beteiligt, da

dieses Kohlenhydrate im Mund spaltet™®

er spielt durch die im Speichel enthaltenen lonen (v.a Calcium- und Phosphationen)
eine wichtige Rolle bei der Remineralisierung des Zahnschmelzes®® und bei der
Mineralisation des Zahnsteins®*

er fordert die Bolusbildung®

er schiitzt die Mundschleimhaut durch Muzine und weitere Glykoproteine®

er tragt durch Lésung von Geschmacksstoffen zur Geschmacksbildung bei®*

er hélt den Wasserhaushalt des Korpers durch reflektorische Auslosung des

Durstgefiihls in Balance.”®

Der Speichel besitzt einen neutralen pH-Wert von 7 und besteht zu 99 % aus Wasser; der

restliche Anteil von einem Prozent differenziert sich in anorganische und organische
Bestandteile.?

Die wichtigsten anorganischen Bestandteile sind Calcium, Phosphat, Magnesium, Chlorid,

Natrium, Hydrogencarbonat, Thiocynat und Kalium.?” Carbonat dient als wichtigster Puffer,

“Miinzel, 1981.

3_ggllmann-Rauch, 2006.

1®\Vaupel, 2000.

Dawes,1972; Gangler et al., 2005; Llena-Puy, 2006.
!8sanderink et al., 2004; Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.
Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.

2sanderink et al., 2004; Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.
!Gangler et al., 2005.

22Gangler et al., 2005.

ZGangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.

#Gangler et al., 2005.

»Gangler et al., 2005.

%Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.

’Klimek et al., 1999; Hellwig et al., 2009.



um bakterielle pH-Veranderungen durch Saureproduktion von Bakterien auszugleichen.?
Auch Calciumphosphat wirkt bei einem pH-Wert unter 55 als Puffer bei der
Zahnschmelzauflésung durch Sauren.?

Die organischen Bestandteile kénnen in niedermolekulare und hochmolekulare Bestandteile
eingeteilt werden®, wobei die hochmolekularen organischen Bestandteile (ca. 2 g/I*!) den
groRten Teil ausmachen. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht (iber diese Bestandteile und ihre

Funktion.

%Gangler et al., 2005; Hellwig et al., 2009.
2Schwab et al., 2006.

%Jungermann et al., 1980.

'Edgar, 1992.



Tabelle 1 : Ubersicht iiber die wichtigsten organischen Bestandteile im Speichel:

Speichelbestandteile

Funktion

a-Amylase

Ist das wichtigste Verdauungsenzym des Speichels und kann in bis zu sechs verschiedenen
Isoformen vorkommen.®2 Es initiiert den Abbau von Starke bereits in der Mundhéhle und
vermag zudem die Adhé&sion verschiedener oraler Streptokokken an die Zahnoberflache zu

beeinflussen.®

Mukoglykoprotein 1 und 2

Gewadbhrleisten die Gleitfahigkeit des Speisebreis; auRerdem kénnen sie Wasser binden und
bilden so ein hydrophiles, viskoelastisches Gel. Dieses Uberzieht die Mundschleimhaut und
die Zahnoberflachen und bietet somit der Mundschleimhaut Schutz vor dem Eindringen
toxischer und karzinogener Substanzen. Zudem tragen die Mukoglykoproteine an den
Zahnen zur Adhasion von Bakterien bei.* Z.B. bindet Streptococcus mutans tiber das

Enzym Enolase an Mukoglykoprotein 2.%

Lysozym

Besitzt eine antimikrobielle Wirkung, die auf der Fahigkeit beruht, Polysaccharide der

Bakterienzellwand zu hydrolysieren und somit Bakterien zu zerstéren.*®

Immunglobuline

Dienen als Wirkstoffe der spezifischen Immunitét. Das sekretorische Immunglobulin A
Uiberwiegt quantitativ mit einer Konzentration von 200 mg/lI dem Immunglobulin G und
dem Immunglobulin M.¥

1gG kommt jedoch eine wichtige Aufgabe in der Mundhdhle zu, da es eine
immunglobulingesteuerte Aggregation der Bakterien vermittelt. Durch diese Aggregation
wird die Adhésion der Mikroorganismen an die Oberflachen der Mundhéhle reduziert, da

die Mikroorganismen im Speichel verbleiben und geschluckt werden.

Chitinasen

Sind in der Lage Chitin, das Bestandteil von Hefezellwanden ist, zu hydrolysieren und
damit die Besiedlung der Mundhéhle durch Hefen zu vermindern.®

Lactoferrin

Kann Eisen binden und (bt somit einen hemmenden Effekt auf das Bakterienwachstum

aus.*

Laktoperoxidase

Wirkt bakteriostatisch,*! indem sie den Stoffwechsel der Bakterien hemmt.*

Wachstumsfaktoren

Tragen dazu bei, dass Wunden in der Mundhdhle schnell ausheilen, wie z.B. EGE.®

Zu den niedermolekularen organischen Bestandteilen des Speichels z&hlen Harnstoff,

Harnsaure, Citrat, Lactat, Glukose, Lipide und einige reduzierende Substanzen.**

2Buddecke, 1981; Edgar, 1992.

*Ramasubbu et al., 1996.

% oomis et al, 1987; Tabak et al., 1990; Sanderink et al., 2004.

®Ge et al., 2004.

%3anderink et al., 2004; Schwab et al., 2006.
¥Edgar, 1992; Marsh, 2003.
%3anderink et al., 2004; Schwab et al., 2006.

¥5anderink et al., 2004.
“Osanderink et al., 2004.

I awrence, 2002; Schwab et al., 2006.

“2|_awrence, 2002.

“Gangler et al., 2005; Liillmann-Rauch, 2006.
*Buddecke, 1981; Edgar, 1992.




1.2 Kinstlicher Speichel

Kinstliche Speichelersatzlosungen finden in der Zahnmedizin und Medizin in verschiedenen
Bereichen Anwendung, so z. B. fiir experimentelle Untersuchungen im Labor* oder bei
Patienten mit ausgepragter Mundtrockenheit.*® Dabei wird das Produkt jeweils auf den
Anwendungsbereich abgestimmt und angepasst.

Zu den Anwendungsgebieten fir Untersuchungen im Labor z&hlen beispielsweise die
Erforschung von Biofilmen und dentaler Plaque. Weitere Anwendungsgebiete ergeben sich
in der Untersuchung dentaler Materialien hinsichtlich ihres VerschleiR- und
Korrosionsverhaltens und der Anlagerung von Bakterien.*’

Fur die Untersuchung der Adhésion von oralen Mikroorganismen an Grenzflachen ist die
Anwendung von Versuchsbedingungen, die idealerweise den natirlichen Gegebenheiten der
Mundhohle entsprechen sollten, wichtig.** Durch Verwendung eines kiinstlichen
Speichelersatzes konnen standardisierte und reproduzierbare Versuchsbedingungen
geschaffen werden; die Verwendung von nattrlichem Speichel ist in derartigen Systemen
hingegen problematisch, da sowohl die Produktion als auch die Zusammensetzung von
natlrlichem Speichel erheblichen intra- und interindividuellen Schwankungen unterworfen
sind.*® Aufgrund dieser intra- und interindividuellen Schwankungen ist es schwierig, ein
naturgetreues Pendant zu schaffen.”® Da verschiedene Fragestellungen die Herstellung eines
individuell geeigneten kunstlichen Speichels erfordern, wurden in den letzten Jahren
Speichelersatzlésungen fiir verschiedene Verwendungszwecke entwickelt, u.a. auch fir
Versuche mit Bakterien in vitro.>* Das ist jedoch nicht fiir alle Mikroorganismen einheitlich
zu verwirklichen, da sich Mikroorganismen ganz unterschiedlicher Adh&sionsmechanismen
bedienen und in ihrem Adhasionsverhalten gegenseitig beeinflussen.®? So entwickelte Hahnel
z.B. eine Speichelersatzldsung speziell fur die Adhdsion des Bakterienstammes Streptococcus
mutans (S. mutans).>®

Bis dato sind verschiedene kinstliche Speichel und ihre Anwendung in Laboratorien in der

Literatur beschrieben. Bekannte Speichelersatzlosungen wurden von Fusayama et al.,>*

*Hahnel et al., 2008.

*®Guggenheimer et al., 2003; Hahnel et al., 2008.
“"Hahnel, 2007.

“8ghellis, 1978; Muhlfriedel, 2009.

“93hellis, 1978.

Hahnel, 2007.

SKirstein, 1986; Lullmann-Rauch, 2006; Hahnel, 2007.
2Hahnel, 2007.

%3Hahnel, 2007

*Fusayama et al., 1963.



Muhler et al.>® oder Shellis®® entwickelt; diese wurden in unterschiedlichen Studien in
beschriebener oder modifizierter Form verwendet.

Bis zum heutigen Tag beschéftigten sich nur sehr wenige Studien mit Kkinstlichen
Speichellésungen zur Untersuchung der bakteriellen Adhdsion. Shellis beschéftigte sich mit
einem exakt definierten kinstlichen Speichel fiir die Untersuchung des Wachstums von
dentaler Plaque. Ein definiertes Medium enthalt eine genau bestimmte Menge und Anzahl an
definierten und chemisch reinen Inhaltsstoffen®” und dient haufig zur Selektion des
Wachstums bestimmter Mikroorganismen. Die Hauptbestandteile der von ihm vorgestellten
Losung waren neben verschiedenen Salzen, Vitamin- und Aminoséduremixturen, Muzin,
Albumin und Amylase aus der Glandula submandibularis und der Glandula sublingualis von
Rindern.®® Kritisch ist dabei zu bewerten, dass im Anschluss keine Untersuchungen
hinsichtlich der durch den Speichel mit beeinflussten Adhédsion bzw. des Wachstums
verschiedener oraler Mikroorganismen durchgefiihrt wurden und die von Shellis entwickelte
Losung trotz exakt beschriebener Zusammensetzung damit ein undefiniertes Medium bleibt.
Wijeyeweera hingegen stellte eine Speichelersatzlésung her, die auf der Zusammensetzung
des naturlichen Speichels beruht und untersuchte deren Einfluss auf das Wachstum oraler
Mikroorganismen.”® Auch Wong et al. stellten eine Speichelersatzlésung (definierten
modifizierten DMM) her, die sich teilweise auf Angaben von Shellis und Wyss stiitzt und
untersuchten deren Einfluss auf den Reifungsvorgang dentaler Plaque.?’ Hahnel stellte
verschiedene Speichelersatzlosungen her, die er hinsichtlich des Adhéasionsverhaltens von S.
mutans untersuchte. Die  Speichelersatzlésungen bestanden aus verschiedenen
Proteinkonzentrationen. Dabei wurden verschiedene Albumin-, Immunglobulin A-, Lysozym,
Mucin- und a- Amylase-Konzentrationen verwendet. Diese Speichelersatzlésung wurde mit
dem von Wong et al. definierten DMM, das Hahnel zuvor modifizierte, verglichen. Hahnel
stellte fest, dass die Adhdsion von S. mutans bei allen von ihm entwickelten Speichellésungen
hoher war als bei dem definierten modifizierten DMM, und dass mit einem hoheren
Muzingehalt der Speichelersatzlosung v.a. auf Prufkorpern aus Glas die Adhésion von S.

mutans anstieg.®> Da Hahnel den gleichen S. mutans-Stamm untersuchte, der auch in dieser

Muhler et al., 1947.
%6Shellis, 1978.
S\Wong et al., 2001
%8Shellis, 1978.
S\Wijeyeweera, 1987.
®\Wong et al., 2001.
'Hahnel, 2007.



Arbeit verwendet wurde, wurde eine Speichelersatzlosung gewahlt, die der von Hahnel
beschriebenen Speichelersatzlosung dhnlich ist.

1.3 Erworbenes Pellikel

Dawes et al. haben 1963 fir die azellulare bakterienfreie Membran, die alle oralen
Oberflachen mit einer bis zu einem Mikrometer dicken Biopolymerschicht bedeckt,®* den
Begriff ,.erworbenes Pellikel“ eingefiihrt.®® Das Pellikel setzt sich im Wesentlichen aus
Proteinen zusammen; weitere Bestandteile sind neben den Proteinen Kohlenhydrate und
Lipide.*

1.3.1 Bildung des Pellikels

Bei der Bildung des Pellikels spielt die selektive Bindung von Speichelbestandteilen an den
Zahnschmelz eine wichtige Rolle.®® Man geht davon aus, dass der gesamte
Adsorptionsprozess das Ergebnis eines thermodynamischen Gewinns an Entropie ist, der
entsteht, wenn ein Wassermolekil an der Zahnschmelzoberflache durch ein Protein ersetzt
wird.®® Dabei spielen die verschiedenen Wechselwirkungen zwischen Speichel, den gelésten
Proteinen und dem Zahnschmelz bzw. Zahnersatzmaterial eine Rolle; hier ist v.a. die Polaritat
der einzelnen Komponenten von Interesse.®” Die fiir die Proteinadsorption relevanten Krafte
kénnen in langstreckenwirksame Krafte (van der Waals- und Coulomb-Kréfte),
mittelstreckenwirksame Krafte (hydrophobe Wechselwirkungen) und kurzstreckenwirksame
Krafte (elektrostatische., ionische- und Saure-Base-Interaktionen) eingeteilt werden.®

Die Proteinadsorption geht in zwei Phasen von statten.®® Der initiale Vorgang (erste Phase)
dauert einige Minuten und beginnt schon wenige Sekunden, nachdem die Oberflache dem
Speichel ausgesetzt wurde.”® Dieser Vorgang wird durch die Wechselwirkung zwischen
gegensétzlich geladenen Speichelproteinen einerseits und elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Phosphat- und Calciumionen andererseits, die fir die
Adsorption der Speichelproteine verantwortlich sind, begriindet.”

®2Gibbons et al., 1985; Marsh et al., 2003.

®Dawes et al., 1963.

®Carlen et al., 1998; Yao et al., 2001.

$5Al-Hashimi et al., 1989; Li et al., 2003b; Yao, 2003.
®Moreno et al., 1982; Vassilakos, 1992; Vassilakos, 1993.
"Hannig et al., 2009.

%®Hannig et al., 2009.

*Hannig et al., 2009.

"Walmann et al., 1992; Hannig, 1999; Hannig, 2004.
"Bennick, 1979; Moreno, 1982.



Dies kann dadurch erklart werden, dass ein Teil der im Speichel enthaltenen Proteine
aufgrund ihrer entgegen gerichteten Ladung eine hohe Affinitdt zu den an der
Zahnschmelzoberflache lokalisierten Calcium- und Phosphatgruppen aufweist, was zur
Ausbildung elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen den Makromolekilen im Speichel
und der Zahnhartsubstanz fiihrt.”> Zu diesen Proteinen, die auch als ,.pellicle precursor

proteins“ bezeichnet werden,”

zéhlen neben den prolinreichen Proteinen auch Histatine,
Statherin, Cystatine, a-Amylase und prolinreiche Glykoproteine.”* AuRerdem spielen van-der-
Waals-Kréfte, ionische Krafte und hydrophobe Krafte in der initialen Phase eine Rolle.”

Das weitere Pellikelwachstum (zweite Phase) beginnt nach ca. 30 Minuten. Bis zu diesem
Zeitpunkt ist das Pellikel zunachst nach dem Initialstadium konstant geblieben.” In diesem
Stadium der Pellikelbildung kommt es zur Adsorption von mizellenahnlichen Aggregaten und
heterotypische Komplexen aus dem Mischspeichel und von Biopolymeren. Durch diese
kommt es zur starken Zunahme der Dicke des Pellikels innerhalb der néchsten 30-90
Minuten.”” Das zwei Stunden alte Pellikel hat eine &hnliche Zusammensetzung wie die im
Mischspeichel vorhandenen Proteinkomplexe,’® die als kugelformige Aggregate mit einem
Durchmesser von 150 nm sezerniert werden.”

Die Dicke des Pellikels ist jedoch stark von der Lokalisation in der Mundhohle abhdngig. So
ist das Pellikel in Bereichen, in denen eine Selbstreinigung durch die Zunge etc. stattfindet
(z.B. lingual) in der Regel dinner als in Bereichen, die schwer zu reinigen sind (z.B.
bukkal).®

Die Zusammensetzung des Pellikels kann schwanken, da die Pellikelbildung ein dynamischer
Prozess ist und Komplexbildungen® Proteolysen und enzymatischen Vernetzungen
unterworfen ist,% die eine standige Adsorption, Resorption und Modifikation der adsorbierten
Bestandteile und intramolekulare Komplexbildungen zur Folge haben.®

Im Speichel sind jedoch nicht einzelne chemische Substanzen, sondern kolloidale Partikel und

Proteinagglomerate zu finden. Deren elektrostatische Eigenschaften werden durch das

Hellwig et al., 2009.

BLamkin et al., 1996.

"_endenmann et al., 2000.

"Hannig et al., 2006.

"®Kuboki, 1987; Amaechi, 1999.
""Kuboki, 1987; Amaechi, 1999.
®Young, 1999.

"vitkov et al., 2004.

®Hannig, 1999.

& lontcheva, 1997; lontcheva et al., 2000.
82y a0, 1999; Yao, 2000.

8lontcheva, 1997; Yao, 1999; Yao, 2000.
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Zetapotential beschrieben. Das Zetapotential beschreibt das elektrostatische Potential, das
durch die Akkumulation von lonen an den kolloidalen Partikeln hervorgerufen wird.®* Die
Proteinadsorption wird von der strukturellen Neuanordnung und -orientierung nach der
initialen Adhasion charakterisiert, die in Konformationsanderungen resultiert.%® Die geladenen
Gruppen werden je nach Polaritat der Oberflache umverteilt; Anderungen in der Hydration
des Sorbents und der Proteinoberflachen sind das Ergebnis. Eine geringere strukturelle
Stabilitat der Proteinagglomerate ermdglicht dabei die Adsorption von Proteinen aufgrund der
leichteren Neustrukturierung. Diese Neustrukturierung kann Uber einen langeren Zeitraum
erfolgen.®®

Die Bildung einer Pellikelschicht findet allerdings nicht nur auf den Zahnhartsubstanzen statt,
sondern auch auf Weichgeweben & oder iatrogen in die Mundhohle eingebrachten Materialien
wie zahnarztlichen Werkstoffen und Restaurationen.®

Die Proteinzusammensetzung eines auf zahnarztlichen Werkstoffen gebildeten Pellikels kann
aufgrund der Oberflacheneigenschaften der zahnarztlichen Materialien stark variieren.® Dies
kommt durch die unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften sowie der
Oberflachenenergie und der Rauigkeit der Materialien zustande.*

Proteine weisen unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen dentalen Materialien auf. So
werden z.B. mehr Proteine auf rauen Oberflachen adsorbiert. Dabei korreliert die Menge der
adsorbierten Proteine mit der Oberflachenenergie.*

AuRerdem scheint die Hydrophilie bzw. Hydrophobie eines Materials von Bedeutung zu
sein.*® In vitro adsorbieren mehr Proteine auf hydrophilen Oberflachen als auf hydrophoben.*
Wahrend hydrophile Oberflachen v.a. mit den polaren Gruppen der Proteine interagieren,
wird die Adsorption zu hydrophoben Oberflachen wahrscheinlich von den Hydrocarbon-
Ketten von organischen Molekiilen moduliert.” Vassiliakos et al. fanden, dass groBere

Mengen an hydrophoben Speichelbestandteilen an hydrophobe Oberflachen adsorbieren als

#Norde, 1986; Norde, 1995.

®Gray, 2004.

Norde, 1995.

¥ Bradway et al., 1989.

88Edgerton et al., 1992; Yoo et al., 2003.
89S6nju et al., 1975; Bradway et al., 1989; Edgerton et al., 1992; Edgerton et al., 1996; Yoo et al., 2003.
%Edgerton et al., 1996.

ICarlen et al., 2001.

%2 Arvidsson et al., 2004.

%V/assilakos et al., 1993; Lindh et al., 2002.
%Steinberg et al., 2002.

%Vassilakos et al., 1993; Lindh et al., 2002.
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an hydrophile und umgekehrt.®® Des Weiteren spielt auch die Vorbehandlung der Materialien
eine Rolle bei der Proteinadsorption, wie z.B. die Korrosion des Materials oder die
Vorbehandlung mit Calcium.®’

Pellikel, die auf verschiedenen Substraten gebildet wurden, weisen laut Hannig untereinander
die gleichen Enzymaktivitaten und eine ultrastrukturell homogene Oberflache auf, aber
Unterschiede in ihrer Zahigkeit.® Diese Zahigkeit ist das Ergebnis der oben genannten
Oberflacheneigenschaften eines Materials.” Sie filhren dazu, dass das Pellikel sich
unterschiedlich adhdarent zu dem jeweiligen Substrat verhdlt. Eine niedrige
Oberflachenenergie des Substrats flhrt z.B. dazu, dass das Pellikel nur locker am Substrat
haftet, wéhrend umgekehrt eine hohe Oberflachenenergie zu einer starken Haftung am
Substrat fiihrt.*® Somit spielt sowohl das Pellikel*®* als auch die Eigenschaften des Materials,
die tber kurz- oder langstreckenwirksamen Krafte das Pellikel durchdringen konnen,*% eine
Rolle bei der Adhasion von Mikroorganismen. Einen Uberblick tiber die Komplexitat der
Pellikelbildung mit anschlieBender bakterieller Adhasion gibt Abb. 1.

%\/assilakos et al., 1992.

9Milleding et al., 2001; Steinberg et al., 1995.
%schwender et al., 2005.

®Norde et al, 1995.

10\/assilakos et al., 1993.

101 amkin et al., 1993.

192Norde et al., 1995; Goobes et al., 2008.
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Abb. 1: Wechselwirkungen zwischen Proteinen, dem Speichel und Bakterien in der
Mundhohle: die substratspezifischen Oberflacheneigenschaften werden durch das Pellikel bis
zu einem gewissen Maf maskiert, dennoch wird die Biofilmbildung durch

langstreckenwirksame Kréfte, die durch das Pellikel dringen, beeinflusst.'*®

Eigenschaften des Materials
Oberflachenenergie, Rauigkeit, chemische Zusammensetzung

Kurz- und langstreckenwirksame Kréfte | langstreckenwirksame Krafte

*hydrophobe Wechselwirkungen *van-der-Waals-Krafte
*hydrogene Bindungen *Coulomb-Wechselwirkungen
*kovalente Bindungen *Dipol-Dipol-Wechselwirkungen

*elektrostatische Wechselwirkungen

Pellikelbildung
Maskiert die spezifischen Eigenschaften des Substrates bis zu einem yewissen Mal3
abhangig von der Pellikeldicke

*Zusammen-
setzung
*Rezeptoren
*Enzymaktivitat
*Scherkrafte
*antibakterielle
Proteine

- bakterielle Adhasion
- initiale Mikrofilmbildung

1.3.2 Biochemische Zusammensetzung

Abldsung des Pellikels
und Erneuerungsrate

Die biochemische Zusammensetzung des Pellikels unterscheidet sich je nach Lokalisation in
der Mundhohle, der Bildungsdauer und der jeweiligen fur die Analyse angewandten

Untersuchungsmethode stark. In der Literatur sind verschiedene Studien beschrieben, die

104

zeigen, dass das Pellikel je nachdem, wo es im Mund lokalisiert ist™ und je nach

1%Hannig et al., 2009.
%Carlen, 1998.
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untersuchter Zahnflache in seiner Dicke und Zusammensetzung Schwankungen aufweist.'®

Zudem gibt es Unterschiede zwischen einem neu gebildeten Pellikel, das in den ersten beiden
Stunden nach der Reinigung der entsprechenden Oberflachen entsteht und einem ,,alten*
Pellikel, das auf Zahnen entsteht, die langer keiner professionellen Zahnreinigung unterzogen
wurden. %

Aullerdem unterscheiden sich auch in vivo gebildete Pellikel beziglich ihrer
Zusammensetzung stark von in vitro gebildeten Pellikeln.'%’

Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die Pellikelproteinbestandteile, die auf unterschiedlichen
Substanzen in Abhéngigkeit verschiedener Versuchsbedingungen nachgewiesen werden

konnten.

19556nju et al., 1973.
1%65pnju et al., 1973; Lendemann et al., 2000.
197 Al-Hashimi et al. 1989; Carlen et al., 1998; Yao et al., 2001.
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Tabelle 2: Pellikelproteinbestandteile auf verschiedenen Substanzen, die unter verschiedenen

Versuchsbedingungen gebildet wurden:

Proteine

Nachweis im

Pellikel

Kunststoff

in vivo

Prothese

in situ

Titan

Hydroxylapatit

Zirkonoxid

in vitro

in vitro

in vitro

Carlen et
al., 1998 in
vitro vitro

Carlen et
al., 1998 in

Lietal,
2004a in
Vivo

Yoo etal.
2003

Edgerton et
al., 1992

Limaetal.,
2008

Limaetal.,
2008

Limaetal.,
2008

Agglutinin

X X

Albumin

X X

Amylase

X X

Carboanhydrase Il

Cystatin SA-1

Cystatin SN

Histatin 1

Immunglobulin A

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Laktoferrin

Lysozym

Muzinglykoprotein 1
(=MG 1)

X[ X X| X| X| X| X

Muzinglykoprotein 2
(=MG 2)

Peroxidase

PRP

G-PRP

S-PRP

Statherine

Fibronektin

Fibrinogen

Das Pellikel

setzt sich

im Wesentlichen aus

Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden

zusammen. Tabelle 3 zeigt verschiedene im Pellikel enthaltene Proteintypen und deren

Funktion.
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Tabelle 3: Proteintyp und Funktion:

Proteintyp

Funktion

MUC-5B (=Muzinglykoprotein 1)

Bindet Wasser und verleiht somit dem Speichel seine Viskositat und Gleitfunktion. Es
schiitzt gegen Austrocknung und verleiht dem Pellikel seine Undurchléssigkeit, die es gegen
Proteolyse schiitzt. Der Schutz kommt v.a. durch heterotypische Komplexe zustande, die
das MllJéin mit prolinreichen Proteinen (PRP), Amylase, Statherinen und Histatinen

bildet.

MUC-7 (=Muzinglykoprotein 2)

Ist v.a. aus kardiologischer Sicht von Bedeutung: eine verminderte MUC-7 Konzentration
korreliert mit einer hoheren intraoralen Keimzahl von S. mutans.'®

Saure prolinreiche Proteine

Binden zusammen mit Statherinen sehr stark an Hydroxylapatit, wodurch Kryptitope zutage
treten und damit die Bindung von Erstbesiedlern sowie von Nachfolgekeimen
ermoglichen. '™

Statherine

Haben die gleiche Funktion wie saure prolinreiche Proteine. ™

a-Amylase

Kommt im Pellikel in zwei Isoformen vor. Die glykosylierte Isoform kommt im Pellikel
ofter vor als die nicht-glykosylierte Isoform.™ o-Amylase spaltet Starke in Glucose (20%)
und Maltose (80 %).! Sie wird sowohl von der Glandula parotidea als auch der Glandula
submandibularis sezerniert.”

Agglutinine

Fordern die Aggregation von S. mutans in vitro und bilden heterotypische Komplexe mit
Immunglobulin A (IgA), die sie vermutlich gegen Proteasen schiitzen.**? Die wichtigste
Eigenschaft von IgA ist, dass es an mikrobielle Antigene bindet und die Mikroorganismen
agglutiniert, damit diese leichter eliminiert werden kénnen.'*®

Cystatine

Weisen eine mikrobielle Aktivitat gegen den Keim Porphyromonas gingivalis, der als
Mitverursacher der Parodontitis zahlt, auf. *

B2-Mikroglobulin

Agglutiniert S. mutans.’™

Albumin Ist ein Carrier Protein und reguliert den kolloid-osmotischen Druck.!®

Carboanhydrase |1 Ist an der pH-Homoostase beteiligt.™’

Histatine Wirken toxisch auf Bakterien und Pilze.™™®

IgA, IgM, IgG Dienen der Erkennung von mikrobiellen Antigenen, wodurch die Keime deaktiviert werden

und deren Wachstum und Kolonisierung auf Zahnoberflachen und Schleimhéuten
eingeschrankt wird.**®

Laktoferrin

Wirkt bakteriostatisch.™°

Lysozym Aggregiert mit Mikroorganismen und hemmt auch deren Saureproduktion innerhalb von
Biofilmen. Es wirkt bakterizid und bakteriostatisch.***

Peroxidase Wirkt insbesondere bei gleichzeitiger Anwesenheit von Fluoridionen u.a. auf kariogene
(saureproduzierende) Keime bakteriostatisch.'?2

Fibronektin Dient als Rezeptorprotein fir S. mutans.’®

Fibrinogen Ist der Gerinnungsfaktor | und ein akute-Phase-Protein, dass auf erhéhlte Entziindungswerte

hinweist.*?*

Neben Proteinen wurden im Pellikel Kohlenhydrate gefunden. Zu diesen Zuckern gehdren

Glucose und Galactose, Mannose, Fructose, Glucosamine und Galactosamine.'?® Die Glucose

18ganderink et al., 2004.
19ganderink et al., 2004.
1osanderink et al., 2004.

11 yv/gl.: Tabelle 3 S. 16: saure prolinreiche Proteine.
25anderink et al., 2004; Loimaranta et al., 2005.

13ganderink et al., 2004.
H4sanderink et al., 2004.
"8ganderink et al., 2004.
“8Hannig et al., 2007d.

" Hannig et al., 2007d.

183anderink et al., 2004.
119 sanderink et al., 2004.
120 sanderink et al., 2004.
121 sanderink et al., 2004.
122 sanderink et al., 2004.

123 sanderink et al., 2004; Hannig et al., 2007d.
124 Hannig et al., 2007d; Hellwig et al., 2009.

12536nju et al., 1975; Mayhall, 1976.
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macht Uber die Halfte des Kohlenhydratanteils im Pellikel aus.*?® Die Herkunft der Glucose
ist bis dato noch nicht vollstandig geklart. Es wird davon ausgegangen, dass bakterielle
Glucane, die sich in das Pellikel einlagern, sowie auch eingelagerte Glykosyltransferasen, die
Glucose synthetisieren, zu dem Zuckergehalt im Pellikel beitragen. Aber auch Glykolipide,
deren Kohlenhydratanteil ausschlieRlich aus Glucose besteht, kénnten eine mogliche Ursache
fur den Glucosegehalt im Pellikel sein.*?’

Weiterhin kommen auch Lipide im Pellikel vor, jedoch gibt es (ber ihre Funktion im Pellikel
bis dato kaum Veroffentlichungen. Der Lipid-Anteil macht ca. 22-23 % des Trockengewichts
des Pellikels aus.*?® Die Zusammensetzung kann aber individuell stark schwanken und scheint
sich auf die Kariesanfalligkeit des Zahnschmelzes auszuwirken, da die Lipide als Barriere
dienen und die Diffusion von Sauren in das Pellikel einschranken.'?® Diese Eigenschaft kann
eventuell aber auch der Zunahme der Zahigkeit des Pellikels durch Interaktionen mit Muzinen

zugeschrieben werden.**

1.3.3 Funktion des Pellikels
Die primére Funktion des Pellikels ist der Schutz des Zahnschmelzes. Man geht davon aus,
dass das Pellikel die Friktion zwischen den Z&hnen und der Mucosa und somit auch die

Abrasion des Zahnschmelzes durch Mastikation und parafunktionellen Tatigkeiten wie z.B.

das Knirschen mit den Zahnen reduziert.*3

Das Pellikel dient zudem als Diffusionsbarriere und vermindert die LOslichkeit des
Zahnschmelzes durch Sauren.™®? Dies wird durch die adsorbierten Proteine vermittelt, die den

Einfluss von Calcium, Phosphat und Fluoriden wéhrend der Remineralisierungsphase

3

zulassen*® und gleichzeitig den Verlust von Mineralstoffen aus der Zahnhartsubstanz

134

unterdriicken,** aber auch die ungehemmte Kristallisation des Zahnschmelzes verhindern.*®

Zusétzlich beeinflusst das Pellikel die Adharenz von Mikroorganismen an die

Zahnoberflache, da einige Proteine als Liganden fiir die Mikroorganismen fungieren.’®® In

1265pnju et al., 1975.

1275lomiany, 1986.

1285lomiany et al., 1990.

1295]omiany et al., 1986; Hannig et al., 2007a.
1%0s]omiany et al., 1986; Slomiany et al., 1990.
31| endemann et al., 2000; Sanderink et al., 2004.
1%27ahradnik et al., 1977.

133zahradnik et al., 1977.

1¥45anderink et al., 2004.

1% Hay, 1973; Moreno et al., 1979; Sanderink et al., 2004.
1%Gibbons et al., 1976, Sanderink et al., 2004.
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Tabelle 4 sind typische mikrobielle Liganden bzw. Pellikelrezeptoren, die eine Bedeutung fr
die Adhdsion bestimmter Mikroorganismen besitzen, dargestellt.

Tabelle 4: Typische mikrobielle Liganden bzw. Pellikelrezeptoren.*?’
Protein gebundene Bakterien

a-Amylase S. gordonii, S. mitis, S.salivarius, S. anginosus, S. parasanguinis
Fibronektin T. denticola, S. mutans, S. gordonii

MUC-7 viele Bakterien darunter S. salivarius, S. parasanguinis

A. naeslundii Genospezies-2, S. mutans, S. gordonii

slgA S. sanguinis, S. parasanguinis

Statherin A. naeslundii Genospezies-2, F. nucleatum, P .gingivalis
Speichelagglutinine S. mutans, S. sobrinus, S. gordonii, S. oralis; S. intermedius
PRP, PRG S. mutans, S. gordonii, S. oralis; S. intermedius

A. naeslundii Genospezies-2, P. gingivalis, P. loescheii

Dextran, Glucan S. mutans, S. sobrinus, Veillonella

Diverse Glykoproteine 1 | S. sanguinis, S. parasanguinis, S. oralis, S. mitis

1=unter Inbegriff ihrer endstandigen Sialinséuren (N-Acetylneuraminsaure) und
Blutgruppenantigene; PRP=Prolinreiche (Glyko-) Proteine; slgA=sekretorisches IgA,;
MUC=Muzin

1.3.4 Mikrobielle Adhé&sion an das Pellikel

Die orale Biofilmbildung wird durch die Adhédsion von Bakterien an das
Zahnschmelzoberhdutchen bestimmt. Die Adhdsion kommt durch das Gleichgewicht
zwischen einer adéquaten Wirtsabwehr und einem komplexen physico-chemischen
Mechanismus ~ zustande.'*®* Die  Oberflaichenenergie der  Zahnoberflache,™® die
Oberflachenrauigkeit,'*° die elektrostatischen und elektrodynamischen Krafte und vor allem
die Glykoproteinbestandteile des Pellikels beeinflussen die Kolonisierung der Mikroflora.***
Der Adhéasionsprozess der Mikroorganismen vollzieht sich in mehreren Phasen.

Dabei kann eine reversible Adhé&sion der Pionierkeime (erste Phase) von einer irreversiblen
Adhasion (zweite Phase) unterschieden werden.**

In der ersten Phase besiedeln Uberwiegend Gram-positive Bakterien das Pellikel.

Insbesondere Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis und

¥75anderink et al., 2004.

138Gangler et al., 2005.

139S6nju et al., 1975.

¥0Carlen et al., 2001.

“Gangler et al., 2005; Miiller et al., 2004.
“2Marsh et al., 2003.
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Actinomyces naeslundii'*® und auch Arten von Eikenella und Hamophili lassen sich unter den

Pionieren finden.'* Diese so genannten Pionierkeime haften innerhalb weniger Stunden
selektiv dem Pellikel an und schaffen durch ihre metabolische Aktivitat adaquate
Lebensbedingungen fiir die nachfolgenden Mikroorganismen.** In Abb. 2 ist die initiale

Bakterienadhasion schematisch dargestelit.

Abb. 2: Die initiale Bakterienadhasion wird durch die Fimbrien sowie lang-, mittel- und
kurzstreckenwirksame Kréfte beeinflusst und flihrt zu einer spezifischen Rezeptor-Adhasin-
Wechselwirkung. Dabei koénnen die wirksamen Krafte anziehend (hydrophobe
Wechselwirkungen (WW), van-der-Waals-Krafte, hydrogene Bindungen, Kalziumbriicken),
abstoBend (elektrostatische WW) oder beides sein (Saure-Base-WW). 4

Elektrostatische Wechselwirkunger
‘ ‘ / Rezeptor
Pellikel
<\]/an-der-WaaIs-Krafte ;
<Iydrogene Bindung>
Rezeptor-
e Ca2+ | Adhasin-
Ca 2+ WW
l: Ca Zi‘l
L

13 j et al., 2004b.
1%4Ten Cate et al., 2006.
“*sanderink et al., 2004.
“SHannig et al., 2009.
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In der zweiten Phase vermehren sich die Erstbesiedler und bilden Mikrokolonien aus, die von
einer extrazellularen polymeren Matrix bakteriellen Ursprungs und von adsorbierten
Glykoproteinen und Proteinen, die aus dem Speichel stammen, umgeben sind.**’ Es kommt
zur Adhasion weiterer Bakterien, der so genannten Koadhéasion und Koaggregation. Unter

Koaggregation versteht man die Adhé&sion genetisch unterschiedlicher Bakterienarten
aneinander, wahrend man bei Koadhasion von der Adhasion genetisch identischer

Bakterienarten spricht. *®

Streptokokken benutzen fir die Koadhésion spezifische
Oberflachenproteine.**® Zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Kolonien sind sowohl die
Kommunikationsmechanismen unter den Bakterien durch Signalmolekiile und Gentransfer als
auch jene zwischen Bakterien- und Kdorperzellen wie dem Epithel, Phagozytosezellen und
allen immunkomplementen Zellen von Bedeutung.'*

Wahrend der zweiten Phase der bakteriellen Adhdsion werden Mikroorganismen irreversibel
an die Plague gebunden. Dies geschieht mit Hilfe der Pili und Fimbrien der Bakterien oder
aber Oberflachenproteinen der bakteriellen Glykokalyx, die Adhésine genannt werden.**! Die
Adhasine enthalten Lektine, eine Kohlenhydratummantelung, Lipoteichonsdure oder
kohlenhydratbindende Proteine. Diese kdnnen Wechselwirkungen mit einer Vielzahl von
Rezeptoren eingehen, die in der Plaqueoberflache sitzen und tragen somit letztendlich zur
irreversiblen Bakterienadhasion bei.'*?

Fusobacterium nucleatum fungiert als Briucke zwischen den nicht oder nur schwach
aggregierenden aeroben und den obligat anaeroben Besiedlern,™* indem es zunachst an die

aeroben und fakultativ aeroben Erstbesiedler bindet*>*

und damit die Bindung von anaeroben
Besiedlern wie Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis und
Eubacterium spp.*°ermoglicht.®® In Abb. 3 ist die Plague nach Kolenbrander schematisch

dargestellt.

%"Marsh et al., 2003.

18K olenbrander, 1993; Busscher et al., 1997.

19g5anderink et al., 2004.

10Gangler et al., 2005.

Marsh, 1999.

52| iljemark et al, 1996; Jenkinson et al., 1997; Hannig, 2003.
153Bradshaw et al., 1998.

34K olenbrander et al., 1993; Bradshaw et al., 1998.

¥k olenbrander et al., 2002.

8K olenbrander et al., 1993; Bradshaw et al., 1998.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der dentalen Plaque nach Kolenbrander.**
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Mit zunehmender Dicke des Pellikels und somit zunehmender Reifung werden die primar
Gram-positiven Kokken zunehmend durch filamentdse Bakterien ersetzt, die mit der Zeit die
Okologischen Bedingungen (v.a. durch Verminderung des Sauerstoffangebots) fur die Gram-
negative, anaerobe Mikroflora schaffen.'*®

Nach einem Tag befindet sich auf der Zahnoberflache ein komplexer Bakterienrasen;**® nach
ca. einer Woche besteht die ausgereifte Plague zu 60-70 Vol. % aus dichtgepackten Bakterien,
die in eine amorphe Plaquematrix eingebettet sind.**®® Die Pionierkeime finden sich darin

nicht mehr.'®® Generell kann die mikrobielle Zusammensetzung der Plaque mit der

7K olenbrander et al., 2000.

158 istgaten et al., 1999.

3K limek et al., 1999.

180 ehmann et al., 1998.

81K limek et al., 1999; Marsh et al., 2003.
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Lokalisation in der Mundhohle deutlich variieren.*®? Dies wird in den folgenden Tabellen 5, 6

und 7 verdeutlicht.

Tabelle 5: mikrobielle Zusammensetzung bzw. mengenméRige Anteile der wichtigsten
Bakterienarten in der approximalen Plaque. M=prozentuale Anteile (Median) der
Gesamtflora; N=Anzahl der besiedelten Plaqueproben (%).'%*

Bakterienspezies M(%) | N (%)
Streptokokkus 23 100
Mutans-Gruppe 2 66
Sanguis-Gruppe 6 86
Gram-positive Stabchen, v.a. Actinomyces 42 100
A .israelii 17 72
A. naeslundii 19 79
Gram-negative Stébchen (v.a. Prevotella) 8 93
Neisseria 2 76
Veillonella 1 93
Fusobacterium <1 55
Lactobacillus <1 24

Tabelle 6: mikrobielle Zusammensetzung bzw. mengenméaliige Anteile der wichtigsten

Bakterienarten der Fissuren-Plaque bei Erwachsenen. M=prozentuale Anteile (Median) der

Gesamtflora; N=Anzahl der besiedelten Plaqueproben (%).%%*
Bakterienspezies M(%) | N (%)
Streptokokkus 45 100
Mutans-Gruppe 25 70
Sanguis-Gruppe 1 50
Actinomyces 18 80
A. naeslundii 3 70
Veillonella 3 60
Lactobacillus <1 20
L. easei <1 10

%2Marsh et al., 2003.
835anderink, 2004.
%4sanderink, 2004.
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Tabelle 7: mikrobielle Zusammensetzung bzw. mengenmélige Anteile der wichtigsten

Mikroorganismen von auf Zahnprothesen befindlichen Plaque—Biofilmen. M=prozentuale

Anteile (Median) der Gesamtflora; N=Anzahl der besiedelten Plaqueproben (%).'%®

Bakterienspezies M(%) | N (%)
Streptokokkus 41 88
Mutans-Gruppe <1 50
Sanguis-Gruppe 1 63
Staphylokokkus 8 100
S. aureus 6 88
Gram-negative Stabchen gesamt 33 100
Actinomyces 21 88
Veillonella 8 100
Pilze <<l 63

1.4 Quantifizierung von Mikroorganismen in Versuchsaufbauten zur Biofilmbildung

Es gibt verschiedene Methoden fir die Quantifizierung von Bakterien auf zahnarztlichen
Werkstoffen. Diese kdnnen stark in ihrer Prazision und dem Arbeitszeitaufwand differieren.
Eine traditionelle Methode der Bakterienquantifizierung ist deren Kultivierung auf Agar-
Platten. Die Bakterien werden mit Hilfe von Ultraschall von ihrem Substrat abgeldst, auf
Agar-Platten aufgebracht und inkubiert. Erst nach weiterer Inkubation kann eine
Quantifizierung der Bakterien vorgenommen werden.’® Diese Methode bietet den Vorteil,
dass nur Bakterien erfasst werden, die einen aktiven Stoffwechsel besitzen; jedoch ist sie sehr
zeit- und arbeitsintensiv. Auferdem lassen sich desorbierte Biofilme mit ihr schwer
quantifizieren und auch das Ablosen des Pellikels vom Substrat ist schwierig, wodurch auch
die Prazision dieser Methode mangelhaft ist."®’

Es gibt  verschiedene Mikroskopiertechniken. Dazu zdhlen etwa die klassische
Fluoreszenzmikroskopie, die Rasterelektronenmikroskopie, die
Transmissionselektronenmikroskopie oder die Atomkraftmikroskopie, mit deren Hilfe die
Ultrastruktur und die Matrix des Biofilms genau untersucht werden kdnnen.

Die klassische Fluoreszenzmikroskopie wird haufig zusammen mit Lebend/Totfarbungen
angewandt. Hierfr werden z.B. mit dem LIVE/DEAD® BacLight™ Bactiarial Viabilty Kid
die lebenden Bakterien griin und die toten Bakterien rot markiert. Durch unterschiedliche
Filter werden die lebenden und toten Bakterien mit Hilfe einer Bildverarbeitungssoftware und

einer digitalen Kamera zu einem digitalen Bild verarbeitet. Die Bakterien kénnen

1855anderink, 2004.
%60lsson et al., 1992; Tanner et al., 2005.
®"Hannig et al., 2007b; Hannig et al., 2010.
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anschlieRend computergestitzt ausgezahlt werden.'®® Der Nachteil dieser Methode ist, dass
nur kleine Bildausschnitte analysiert werden kénnen.

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) kann dreidimensionale Oberflachenstrukturen in
verschiedenen Auflésungen visualisieren.'® Da fiir diese Untersuchung ein Vakuum benétigt
wird und die Proben nur wenige leitende Eigenschaften besitzen, sind fir diese Methode in
vielen Fallen die Fixierung, Dehydration und das Beschichten mit einem leitenden Material
notig.'”® Es werden dabei Methoden benétigt, die nicht die Struktur der Proben zerstéren und

keine Artefakte produzieren.!’

Die REM kann auch mit Gold-Immunodarstellung
angewendet werden, um Proteine im Pellikel zu visualisieren und zu quantifizieren.'’
Problematisch an der konventionellen Rasterelektronenmikroskopuntersuchung ist es, eine
Trocknung der Proben vorzunehmen ohne Artefakte zu produzieren. Mit der REM ist die
Differenzierung verschiedener Bakterienspezies wie Kokken-, Filamenten- und
Stabchenstammen nicht moglich.*"

Eine weitere Methode zur Quantifizierung von Mikroorganismen stellt die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) dar, die es erlaubt, sehr diinne Schichten von bis
zu 0,1 nm zu untersuchen.*” Einer der Vorteile dieser Methode ist die hohe Auflésung, die

175

bis zu 0,1 nm reicht. Die Fixierung findet typischerweise mit Glutaraldehyd,

176 AuRerdem miissen die Proben mit Aceton

Osmiumtetroxid oder per Gefriertrocknung statt.
oder Ethanol dehydriert und anschlielend in Kunststoff eingebettet werden, um ultradiinne
Schichten zu erhalten. Zusétzlich werden haufig schwere Elemente wie z.B. Uranylacetat
verwendet, um den Kontrast zu maximieren.'”” TEM ist eine exzellente Methode fiir die
Untersuchungen an Bakterien und ihrer Matrix oder fur Untersuchungen am Pellikel. Jedoch
ist diese Methode duRerst komplex und zeitbeanspruchend;*’® zudem kénnen die TEM- Bilder

nur einen sehr kleinen Ausschnitt des untersuchten Materials anzeigen.'™

1%8Biirgers et al., 2012.

%Hannig et al., 2010.

Hannig et al., 2010.

"Bergmans et al., 2005.

Y2Hannig et al., 2007b; Hannig, 2008.
3Gusberti et al., 1985; Hannig, 2010.
YHannig et al., 2010.

5Bergmans et al., 2005.

%Hannig et al., 2010.

Y"Hannig et al., 2010.

¥ Hannig & Balz, 1999; Hannig et al., 2008.
1Groger et al., 2006.
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Die Atomkraftmikroskopie (AMF) hat den groflen Vorteil, dass fur die Untersuchung der
Proben kein Vakuum benétigt wird."®® Aufldsungen bis zu kleiner 1 nm sind bei dieser
Methode moglich. Membrankomponenten und lebende Zellen kénnen direkt im Puffer oder
auf einer Probe untersucht werden.’® AuBerdem koénnen strukturelle Veranderungen etwa
durch die Zugabe von antimikrobiellen Agentien wie auch Zell-Zell-Interaktionen in Echtzeit
beobachtet werden.'® Die Arbeitsgruppe um Mei untersuchte etwa die Kraft, mit der
Bakterien an unterschiedlich rauen Oberflachen haften.*

Mit der Epifluoreszenzmikroskopie werden Bakterien mittels eines Fluoreszenzfarbstoffs
angeféarbt auf den die Emission und Anregung des Lichts abgestimmt wird. Mit dieser
Methode konnen die Absorptions- und Desorptionsvorgdnge sowie das Wachstum der
Mikroorganismen in Echtzeit beurteilt werden. AulRerdem kann die Anzahl der Bakterien, das
Biovolumen der Plaque und die bedeckte Oberflache der Prifkdper beurteilt werden.'®*
Jedoch konnen nur glatte und opaque Prifkorper wie etwa Keramiken, Metalle und einige
Kunststoffe im Epifluoreszenzmikroskop ausgewertet werden und das Fluoreszenzsignal
erlischt bereits nach 10 Sekunden, womit eine computergestiitzte Analyse notig ist.'®®

Der Nachteil aller Elektronenmikroskopmethoden ist, dass die Quantifizierung der Bakterien
mitunter schwierig ist und hdufig aufwandige Fixierungsmethoden nétig sind, um die
Bakterien auf den Tragern mikroskopieren zu konnen.'® Die mikroskopierten Bakterien
kdnnen entweder manuell oder computergestiitzt ausgezahlt werden.

Eine weitere Mdglichkeit, Bakterien zu quantifizieren, stellt die Szintillationsmethode dar.
Diese beruht darauf, die Mikroorganismen mittels einer Tritium bzw. 35S-Methionin
enthaltenden  Nahrlésung radioaktiv.  zu  markieren.  AnschlieRend konnen die
Mikroorganismen mittels eines Szintillationsgerats quantitativ erfasst werden.’®” Nach der
Inkubation mit den radioaktiv-markierten Bakterien werden die adhédrenten Bakterien per
Szintillationszahler in radioaktiven Teilen pro Minute gemessen.'®® Die Methode ist zeit- und
arbeitsintensiv, jedoch ist vor allem das Anfallen radioaktiven Abfalls als nachteilig zu

bewerten.

¥pyfrene, 2008.

BDyfrene, 2008.

820 frene, 2008.

%3Mei et al., 2011.

¥ Anetal., 1997.

%5An et al., 1995.

18Hannig et al., 2010.

87Clark, 1978; Carlen et al., 2001; Ahn et al., 2002; Ahn et al., 2005.
1%8Steinberg et al., 2002.
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Eine Methode, die vor allem bei der Erforschung dentaler Plaque zur Anwendung kommt, ist
die Bakteriengewichtsbestimmung. Prinzipiell kann sowohl das Nassgewicht als auch das
Trockengewicht der Plaque bestimmt werden, jedoch ist die Korrelation zwischen
Proteingehalt der Plaque und dem Nassgewicht genauer.'®® Die Arbeitsgruppe um Sissons
loste fur die Nassgewichtbestimmung die Plague von den Proben ab, flllte diese in
Polypropylencaps und bestimmte innerhalb der folgenden funf Minuten das Gewicht der
gebildeten Plaque bis auf 0,1 mg genau.®® Der Nachteile dieser Methode ist, dass die initiale
Adhasion von Mikroorganismen nicht nachvollzogen werden kann, da Mindestmengen von 1
mg erforderlich sind."®*

Das  Anfarben von  Mikroorganismen  stellt eine  weitere  weitverbreitete
Quantifizierungsmethode dar. Das direkte Anfdarben von Bakterien ist z.B. mit 47,6
diamidino-2-phenilyndole (DAPI) mdglich, das an Adenin-Thymin-reiche Regionen der
Doppelstrang-DNA vitaler und toter Zellen bindet.’®* Der Nachteil dieser Methode ist, dass
keine Unterscheidung verschiedener Bakterienarten mdoglich ist. Mittels einer anderen
Methode, der FISH (fluorescence in situ hybridization), kénnen verschiedene Bakterienarten
unterschieden werden.’®® Diese Technik basiert auf Oligonukleotidsonden, die mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert sind und an die bakterielle rRNA spezifisch binden.
Voraussetzung bei dieser Methode ist eine grof’e Anzahl an intakten Ribosomen, da diese mit
der Anzahl der lebenden Zellen korrelieren; diese Methode erfasst somit nur lebende
Zellen.*®* FISH hat vor allem in Verbindung mit der konfokalen Laserrastermikroskopie,
einer Dbesonderen Form der Epifluoreszenzmikroskopie, seine Verwendung in der
Visualisierung von initialen und gereiften Biofilmen in situ gefunden. Sowohl die konfokale
Laserrastermikroskopie als auch die TEM ermdglichen es, sehr diinne Schichten des Biofilms
zu betrachten und computergestiitzt zu einem dreidimensionalen Bild zusammenzufiigen.
Somit ist die Analyse der raumlichen Struktur von Biofilmen mdglich. Wahrend es bei der
konfokalen Laserrastermikroskopie keiner Fixierung oder Einbettung der Proben bedarf ist
dies fiir die TEM nétig.'*® Hierzu werden die Proben nach der Inkubation mit Glutaraldehyd

und Osmiumtetroxid fixiert und in ca. 50 nm dicke Schichten geschnitten.'®® Nachteilig an der

1¥9gjssons et al., 1995.

¥0sjssons et al., 1995.

Blsjissons et al., 1995.

12gchwartz et al., 2003.

193paster et al., 1998; Amann et al., 1990.

1% Amann et al., 1990; Amann et al., 1995; Hannig et al., 2007b.
% Christersen et al., 2000; Marsh et al., 2003.

18 Al-Ahmad et al., 2009a und b.
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FISH-Methode ist, dass sie mit einem hohen Zeitaufwand verbunden ist und kein ,high
through output screening“ mdglich ist.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden zur Quantifizierung von
Mikroorganismen in Mikrotiterplatten beschrieben. Diese konnen grob in Biofilm-
Biomassen-Untersuchungen, bei der die Matrix und tote und lebendige Zellen quantifiziert
werden (z.B. Crystal Violet und Syto9), Viabilitatsuntersuchungen, bei denen lebendige
Zellen quantifiziert werden (z.B. 2,3-bis(2methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
((phenylamino)carbonyl)-2H-tetrazolium Hydroxid (XTT), Resazurin und Fluorescein
Diacetat (FDA)) und Matrix-Quantifizierungs-Untersuchungen, bei denen die verschiedenen
Matrixkomponenten untersucht werden (z.B., 1,9-dimethyl-methylen Blau (DMMB)),
unterteilt werden.’®” DMMB bildet ein unldsliches, komplexes Produkt mit den sulphatierten
Polysacchariden in der Biofilmmatrix. Anschliefend wird eine Ldsung zugegeben, die den
Komplex wieder aufldst; dabei wird Farbstoff freigesetzt, der wiederum spektrophotometrisch
gemessen wird und proportional zu der Menge an sulphatierten Polysacchariden in der Matrix
iSt.lgS

Die Arbeitsgruppe um Peeters untersuchte die Eignung verschiedener fluoreszierender
Farbstoffe fir die Quantifizierung von Bakterien."*® Fir die Biomassenbestimmung wiahlten
sie Crystal Violet und Syto 9. Crystal Violet ist ein basischer Farbstoff, der an negativ
geladene Oberflachenmolekiile und Polysaccharide in der extrazellularen Matrix bindet.?%
Bei dieser Methode werden sowohl lebende als auch tote Zellen und die Matrix erfasst. Syto 9
ist ein Farbemittel, das die Nukleinsduren anfarbt.?** Es diffundiert passiv durch die Membran
und bindet an die DNA lebender und toter Zellen.?> Da DNA auch in der Matrix vorkommt,
wird mit dieser Methode die gesamte Biofilmmasse untersucht.’®®  Andere
Fluoreszenzfarbstoffe erfassen nur die Viabilitit der Zellen und nicht die gesamte Biomasse
eines Biofilms. Problematisch an diesen Viabilitatsuntersuchungen ist generell, dass in der
Literatur verschiedene Stadien der Viabilitat beschrieben werden und die Differenzierung
dieser Stadien eine der grofiten Herausforderungen in der modernen Mikrobiologie
darstellt.*>* Anhand der Tatsache, dass ca. 50 % der oralen Bakterien lebendig sind, sich aber

nicht kultivieren lassen, wird die Notwendigkeit verldsslicher Viabilitatsuntersuchungen

Y7peeters et al., 2008.
1%8Barbosa et al., 2003.
199Stephanovic et al., 2000.
200) j et al., 2003a.
21Bgulos et al., 1999.
22Bqylos et al., 1999.
23\Whitechurch et al., 2002.
2%Decker, 2001.
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deutlich.® Die verschiedenen fluoreszierenden Farbstoffe bedienen sich unterschiedlicher
Mechanismen um die Bakterien anzufarben.’® Viele basieren auf die Aufnahme des
Farbstoffes in die Membran der entsprechenden Bakterien, andere basieren auf der
Umwandlung des Fluoresceins durch intrazelluldre Esterasen. Die Voraussetzung dieser
Fluoreszenzfarbstoffe ist, dass das Fluorescein sich frei in den Zellen ausbreitet und auch
nach der Teilung in ihnen verbleibt.?%’

Die Arbeitsgruppe um Peeters untersuchte auch drei reprasentative Farbstoffe (XTT, FDA
und die Resazurin-Reduktionsmethode) fur die Lebend/Totuntersuchung eines Biofilms. XTT
beruht auf der Reduktion des Farbstoffes zu einem wasserloslichen Formazan, das
proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven Zellen ist.”®® Diese Methode ist teuer und
zeitaufwandig und zeigte keine wesentlichen Vorteile gegentiber FDA und Resazurin.?® Ein,
dem XTT ahnlicher Fluoreszenzfarbstoff, ist das MTT. Die MTT-Reaktionslésung setzt sich
aus einer Lésung von 1 ml MTT, das aus 5 mg Thiazolyl Blau Tetrazolium Bromid pro ml
PBS besteht, PMS, das aus 0,3 mg Phenazinmethosulfat pro ml PBS besteht und 8 ml PBS
zusammen. In einer Studie von Hahnel et al. wurde die MTT-Reaktionsldsung mit der
konventionellen Resazurin-Reduktionsmethode verglichen. Anstatt mit 15 pl/ml PBS
Resazurin wurde die Bakterienlésung mit 200 pl/ml PBS MTT-Reaktionslésung inkubiert
und nach vier und vierundzwanzig Stunden Inkubationszeit wurden die relativen
Fluoreszenzintensitiaten gemessen. Diese Versuche wurden mit S. sobrinus und S. mutans
durchgefuhrt. Wahrend die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode keine Unterschiede
in der Hohe der relativen Fluoreszenzintensitaten zwischen der Inkubationszeit von vier und
vierundzwanzig Stunden festgestellt werden konnten, wurden bei der MTT-Reaktionsldsung
hohere relative Fluoreszenzintensitaten nach vierundzwanzig Stunden erzielt.?*°

FDA st ein weiterer fluoreszenter Farbstoff, der genaue und reproduzierbare Ergebnisse
liefert. Dabei wird das farblose FDA von nichtspezifischen intra- und extrazelluldren

211 Die Resazurin-

Esterasen in ein fluoreszierendes, gelbes Produkt umgewandelt.
Reduktionsmethode ist eine einfache und dennoch genaue Methode zur Quantifizierung von
Bakterien. Das nicht fluoreszierende, blaue Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-

oxid) wird von bakteriellen Enzymen zu dem fluoreszierenden, pinkfarbenen Resorufin

2%5Aas et al., 2005.

2%%Hannig et al., 2010.

2"Hannig et al., 2010.

2%8Roehm et al., 1991.

2peeters et al., 2008.

21%Brambilla et al., 2009; Hahnel et al., 2011.
2MAdam et al., 2001; Taylor et al., 2001.
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oxidiert.?*? Der Farbstoff kann vielfaltig angewendet werden, z.B. zum Nachweis von
Staphylokokkus aureus,®*® Vancomycin-resistenten Enterokokken®* und Gram-negativen
Bakterien.”*®

Die Auswertung der Methoden A und B erfolgt, indem 10 Prozent des kommerziell
erhaltlichen Farbstoffes mit 90 % destilliertem Wasser vermischt wird und zum Zellmedium
dazugegeben wird. AnschlieRend werden die Bakterien entweder mit dem Fluorometer oder
der Uberstand der Bakterienlésung mit einem Photometer quantifiziert. Jedoch liefert die
Auswertung mit dem Fluorometer genauere Werte.?'® Dabei geniigen schon 80 Zellen, um ein

ausreichend starkes fluoreszierendes Signal zu erhalten.?!’

Im Vergleich zu anderen
Farbemethoden wie etwa bei radioaktiver Nachweismethoden fallt kein Abfall an und die

Zellen kénnen fir weitere Untersuchungen verwendet werden.?*8

1.5 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (S. mutans) ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes Bakterium aus
der Gruppe der Streptokokken.?® In der Regel tritt es paarweise oder in kurzen Ketten auf.??
Der Keim gehort nicht zur normalen Bakterienflora der Mundhéhle, sondern wird wie andere
pathogene Keime durch Speichel von Mensch zu Mensch (insbesondere von der Mutter zum
Kind) iibertragen.”

Die Mutansgruppe, zu der Streptococcus mutans, Streptococcus cricetus und Streptococcus
sobrinus zahlen,?? gilt neben Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis und einigen

224

Actinomycesspezien®® und Lactobacillen?®* als wichtigster Verursacher der Karies.””®

2273]ata et al., 1998.

23Novak et al., 1993.

Z4Tenover et al., 1995.
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%0’ Brien et al., 2000.

20’ Brien et al., 2000.

%0’Brien et al., 2000.

2H0f et al., 2009.
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29


http://flexikon.doccheck.com/Grampositiv?PHPSESSID=eb69e6f83e4c56f43a7dfaa3f7a55bc6
http://flexikon.doccheck.com/Anaerob?PHPSESSID=eb69e6f83e4c56f43a7dfaa3f7a55bc6
http://flexikon.doccheck.com/Streptokokken?PHPSESSID=eb69e6f83e4c56f43a7dfaa3f7a55bc6
http://flexikon.doccheck.com/Karies?PHPSESSID=eb69e6f83e4c56f43a7dfaa3f7a55bc6

Abbildung 4: Streptococcus mutans auf einem Prufkorper aus PMMA im
Rasterelektronenmikroskop bei 3800-facher VergroRerung.

——6 um ——

Die hohe Kariogenitat des S. mutans wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Dazu
zahlen:

1. Die Fahigkeit, aus niedermolekularen Zuckern mit Hilfe von Glykosyltransferasen
langkettige Polysaccharide aufzubauen (Mutane und Glucane), die es S. mutans ermdglichen,
fester an das Zahnoberhéutchen zu binden als andere konkurrierende Mundhéhlenkeime.??°
Mutane stellen innerhalb der Plague den Hauptbestandteil der volumen- und
strukturbildenden Matrix dar und kénnen durch Dextrasen, andere Bakterien oder Enzyme der
Mundfliissigkeit nicht abgebaut werden;?’ die Aktivitat der Glykosyltransferasen kann daher
als Messlatte firr die Virulenz des Erregers herangezogen werden.??®

2. S. mutans fermentiert Kohlenhydrate schneller als andere Keime zu Milchséure (Laktat).
Die Milchsauren fiihren zum Abfall des pH-Werts in der Plaque; ein niedriger pH-Wert tréagt
wiederum zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz bei.?”®

3. S. mutans toleriert Sduremengen, die zum Wachstumsstillstand anderer Bakterien flihren
wirden. Es verfugt Uber hocheffiziente Membrantransportsysteme, die ihm die Zellteilung
auch noch bei pH-Werten unter vier ermdglichen.?*

4. Die Féhigkeit, ein groBes Spektrum an Zuckern sowie geringfligig auch Mannitol und
Sorbitol fermentieren zu kdnnen, verschafft ihm einen Vorteil gegeniiber anderen Keimen.?*
5. Die Eigenschaft, dass einige Stamme der S. mutans-Gruppe in der Lage sind, Proteasen zu
bilden, die die im Speichel enthaltene IgA-Antikorper deaktivieren und damit die

?25Minahi 1977; Hamada 1984; Hof et al,. 2009.

22'5anderink et al., 2004.

228chilling et al., 1992.

?2Stephan, 1947; Hamada, 1984; Sanderink et al., 2004; Schwab et al., 2006.
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Immunabwehr des Wirts abschwachen kénnen.?%
6. Einige Serotypen sind zudem in der Lage, intrazellulare Polysaccharide als Reserve-
Kohlenhydrate zu bilden, mit deren Hilfe sie auch in Zeiten geringer Substratzufuhr ihre

Azidogenitat beibehalten kénnen. 2%
2. Werkstoffkundliche Grundlagen

2.1 Kunststoffe

2.1.1 Komposite

Komposite werden nach C.P. Ernst nach drei Kriterien eingeteilt: der Konsistenz, den
enthaltenen Fillern und der Matrixkomponente. Bei der Konsistenz werden geschmeidige,
stopfbare und hochfeste Komposite sowie sogenannte ,,Flowables* unterschieden. Die Fiiller
werden in Mikro-, Nano-, Hybrid- und nanooptimierte Hybridfiller eingeteilt. Nach der
Matrixkomponente unterscheidet man zudem Bis-GMA-basierte Komposite, Omocere,
Kompomere, Komposite mit speziell langkettigen Monomeren, Komposite mit verzdgerter
Schrumpfkraft, Komposite mit schrumpfkraft-reduzierenden Monomeren und Komposite mit
reduziertem E-Modul trotz hohem Fiillergehalt.?**

In den 1940er Jahren wurde eine besondere Form von Kompositen vorgestellt,®®* die
zahnfarbene Verblendung von Briicken- und Kronenkonstruktionen sowie herausnehmbare
Versorgung wie Teleskoparbeiten etc. ermdglicht. Moderne Verblendkunststoffe sind
lichthdrtende Materialien. Sie enthalten Dimethacrylat-Monomere, verschiedene anorganische
und organische Fllstoffe, Pigmente und den Photoinitiator Campherchinon. Die Aushértung
erfolgt bei einer Wellenlange zwischen 350 nm und 500 nm flir ca. 5-25 Minuten in speziellen
Polymerisationsgeraten entweder unter Atmosphérendruck oder Vakuum. Das Ausharten
unter Vakuum hat den Vorteil, dass der inhibierende Einfluss des Luftsauerstoffes umgangen

wird. ¢

2.1.2 Prothesenkunststoffe
Im Jahr 1936 wurde Polymethylmethacrylat (PMMA) mit dem sog. Paladon-Verfahren als

Prothesenkunststoff in die Zahnheilkunde eingefuhrt und ist bis heute der am hdaufigsten

225anderink et al., 2004.

?Minahi et al., 1977.

2%Ernst, 2010.

2% Janda, 1996.

2%3Janda, 2000; Eichner et al., 2005.
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verwendete  Prothesenkunststoff. Bei den in der Zahnheilkunde eingesetzten
Polymethylmethacrylaten handelt es sich immer um ein Zweikomponentenmaterial, das aus
einem Pulver und einem Monomer besteht.**’

Das Monomer besteht aus ca. 90 % Methacrylat, 8 % Vernetzern und 2 % Additiven. Das
Pulver enthédlt ca. 99 % Polymethylmethacrylat-Perlpolymere, deren mittlere Perlgrofie
ungefdhr 30 pum betragt. Das PMMA ist meistens mit Komonomeren kopolymerisiert,
auRerdem enthalt das Pulver Pigmente zur Einfarbung.?®

Bei kalthdrtenden Materialien enthalt sowohl das Pulver als auch die Flissigkeit einen
Initiatorbestandteil. Moderne kalthértende Materialien enthalten in der Flissigkeit Spuren von

Kupferionen und im Pulver Barbitursaure-Verbindungen als Initiatorbestandteil.**

2.1.3 Kunststoff fur Tiefziehschienen

Seit 1956 gibt es in der Zahnmedizin die Méglichkeit, Kunststoffe tiefzuziehen.?*® Zu diesen
thermoplastischen Tiefziehfolienkunststoffen gehdren Polystyrol, Polycarbonat, PMMA und
weiche Kunststoffe wie Poly(vinylacetat)-Polyethylen.?*! Sie sind in Platten- oder Folienform
erhaltlich.

Die Platten oder Folien werden in Tiefziehgerdten mit geeigneten Wérmequellen (z.B.
Infrarot-Strahlern) erwérmt und an einer formgebenden Unterlage in etwa gleichbleibender
Schicht adaptiert.?*> In der Zahnmedizin finden derartige Kunststoffe insbesondere zur

Herstellung von Schienen, Implantatbohrschablonen und als Verbandplatten Anwendung.

2.2 Zahnschmelz

Zahnschmelz besteht zu 95 Gewichtsprozent (Gew%) aus einem Geflige von Apatitkristallen,
die weiteren 5 Gew% stellen Wasser und organische Matrix dar.?*® Die kleinen Mengen an
organischen Bestandteilen liegen zum groBten Teil im inneren Drittel des
Zahnschmelzmantels in Form von Zahnschmelzbischeln und bestehen aus Proteinen, Lipiden

244 \Wasser kommt im Zahnschmelz

und Spuren von Kohlenhydraten, Citrat und Lactat.
entweder an die organischen Anteile gebunden oder kristallin als Hydrationsschale vor. Die

Apatitkristalle sind in ihrem Querschnitt anndhernd hexagonal. Etwa 100 der

Z’Ejchner et al., 2005; Craig et al., 2006; McCabe et al., 2008.
Z8Eijchner et al., 2005.

?Eichner et al., 2005.

#OEijchner et al, 2005.

#IEjchner et al., 2005; Craig et al., 2006.

2Eijchner et al., 2005; Craig et al., 2006.

*3_illmann-Rauch, 2006.

*Hellwig et al., 2009.
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Zahnschmelzkristalle  liegen  im  Querschnitt ~ zusammengefligt ~ und  bilden
Zahnschmelzprismen. Diese verlaufen in horizontaler und vertikaler Richtung wellenférmig

245 Im

von der Zahnschmelz-Dentin-Grenze fast bis zur Zahnschmelzoberflache.
Zahnschmelzlangsschnitt lassen sich weiterhin Vertiefungen erkennen, die Perikymatien. Sie
sind bei jugendlichen Zahnen ausgeprégter als bei &lteren Individuen und konnen

Schlupfwinkel fiir Mikroorganismen darstellen.?*

*Hellwig et al., 2009.
#®Hellwig et al., 2009.
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I11. Material und Methoden

1. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Cytox Violet® zur
Quantifizierung der Adh&sion von Gram-negativen Streptokokken auf zahnérztlichen
Werkstoffen zu untersuchen. Die Arbeit gliedert sich in drei Teile. Im ersten Teil sollen
verschiedene Konzentrationen der Fluoreszenzfarbstoffe Resazurin und Cytox Violet® in
einem semistatischen System auf ausreichend starke relative Fluoreszenzintensitaten
untersucht werden, damit die Bakterienquantifizierung reproduzierbar dargestellt werden
kann. Es sollten die Farbstoffkonzentrationen ermittelt werden, bei denen die letzte
Steigerung des Fluoreszenzsignals auftrat. Im zweiten Teil sollte die im ersten Teil bestimmte
Konzentration des jeweiligen Farbstoffes hinsichtlich ihrer Eignung zur Bestimmung der
Adhasion von Streptococcus mutans (S. mutans) an den Prifkorpern analysiert werden. Dabei
wurde wiederum in einem semistatischen System die Adhdsion von S. mutans an die bloRen
Materialien sowie an die mit einem Pellikel bedeckten Materialien untersucht. Im dritten Teil
der Untersuchungen sollten die Farbstoffe Resazurin und Cytox Violet® hinsichtlich ihrer
Eignung zur Quantifizierung von S. mutans an verschiedenen zahnarztlichen Werkstoffen in

einem dynamischen FlieBkammersystem untersucht werden.

2. Materialauswahl

Bei der Auswahl der Materialien wurde Wert darauf gelegt, dass die Materialien Unterschiede
in der Adhé&sion von Mikroorganismen erwarten lie3en.

Tabelle 8 gibt einen Uberblick tber die verschiedenen in den Vor- und Hauptversuchen

verwendeten Materialien.
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Tabelle 8: Angaben zu den Materialien

Handelsname | Materialklasse/ Beschreibung Hersteller Cargennummer(n) | Farbe
Gielbarer, kaltpolymerisierender Pulver: LOT 011014
Palapress Prothesenkunststoff Heraeus Monomer:
1 vario Kulzer , Hanau, D LOT 010426 rosa

Vorpolymerisierte
Polyethylenfolien

zur Herstellung von Erkodent,
2| Polyethylen Tiefziehschienen Pfalzgrafenweiler, D X farblos
Lichthéartendes Komposite zur
Herstellung von Kronen, Briicken 3 M Espe,
3 Sinfony Inlays und Onlays Seefeld, D LOT 324565 D Al
4 Glas Deckglaser Marienfeld, D X X
5 X Rinderzahnschmelz X X X

2.1 Herstellung der Priifkorper

2.1.1 Polyethylen

Die Polyethylen-Priifkdrper wurden aus vorgefertigten Polyethylenplatten (Erkodent, Erich
Kopp GmbH, Pfalzgrafenweiler, D) mit Hilfe eines runden Stanzers mit einem Durchmesser
von 10 mm gewonnen. Die Prufkorper wurden nicht nachbearbeitet, da ein Beschleifen der

Prufkdrper aufgrund des weichen Materials nicht moglich war.

2.1.2 Palapress vario

Die Prifkorper wurden aus einer konfektionierten Metallform mit 10 mm Durchmesser
gewonnen. Die Metallform wurde auf eine Acetatfolie gelegt, die wiederum um die
EbenmaRigkeit der Oberflache der Prufkdrper zu garantieren auf eine Glasplatte gelegt wurde.
Zur Herstellung der Prifkérper wurden 5 g des Pulvers (LOT 011014) und 3 ml Flussigkeit
(LOT 010426) gemischt. Der angeteigte Kunststoff wurde anschlielend bis auf das Niveau
des oberen Randes der Metallvorlagen eingebracht, um eine mdglichst einheitliche Dicke der
Prufkdrper zu gewahrleisten. Im Anschluss wurden die Prifkérper fir 15 Minuten bei 50°C

im Drucktopf (Futuramat, Schiitz Dental Group, Rosabach, D) polymerisiert.
2.1.3 Glas

Vorgefertigte Deckglaser (Deckglaser Marienfeld, Lauda-Kodnigshofen, D) mit einem

Durchmesser von 10 mm wurden als Referenzprifkorper verwendet.
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2.1.4 Sinfony

Die Prifkorper wurden mit Hilfe von Metallvorlagen, die auf eine mit Acetatfolie bedeckte
Glasplatte gelegt wurden, hergestellt. Das Material wurde wiederum bis auf das Niveau des
oberen Randes der Metallvorlage eingebracht und im UV-Lichtpolymerisationsgerat (Unilux
AC, Kulzer, Hanau, D) zweimal fiir je 30 sec polymerisiert. Im Anschluss wurden die
Prifkorper aus der Form gel6st und fir 15 Minuten im UV-Lichtpolymerisationsgerat mit
Vakuum (ESPE Visio Beta, 3M ESPE, Seefeld, D) endpolymerisiert.

2.1.5 Zahnschmelz

Die Prifkorper aus Zahnschmelz wurden aus den vestibuldren Flachen von extrahierten
Rinderzéhnen angefertigt. Die Z&hne wurden mit einer Trennscheibe in ca. 2 mm dicke
Scheiben geschnitten und mit einer Frése rund geschliffen, bis sie einen Durchmesser von ca.
10 mm aufwiesen. Die Zahne wurden bis zur Verwendung in Chlor-Amin gelagert, damit sie
nicht sprode wurden.

2.2 Nachbearbeitung

Die Prufkorper aus Palapress vario, Sinfony und Zahnschmelz wurden durch Entgratung der
Réander mit konventionellen zahntechnischen Frésen nachbearbeitet und anschlieBend mit
Schleifpapier (Siliziumkarbid) der Kérnung 4000 (Buehler GmbH, Disseldorf, D) mittels
eines Schleifgerats (Buehler Metaserv, Coventry, GB) unter Wasserkiihlung poliert. Die
Politur, wie sie auch in situ durch den Zahnarzt erfolgt, ist insbesondere bei Kunststoffen von
Bedeutung, da durch eine Politur der Oberflache die Fullkorper starker freigelegt werden als

bei der Polymerisation gegen eine Kunststofffolie.

2.3 Kontrolle der Oberflachenrauigkeit

Insgesamt wurden 696 Prifkoper hergestellt. Bei den Prufkdérpern aus Palapress vario,
Sinfony und Polyethylen wurden 30 % der Prifkorper zufallig ausgewéhlt und ihre
Oberflachenrauigkeit (R,) stichprobenartig Uberpruft. Dieses Vorgehen diente dazu, eine
optimale Politur der Prifkorper zu gewéhrleisten und potentiellen Verfalschungen der
Versuchsergebnisse aufgrund von schlechter Politur vorzubeugen. Bei den Priifkdrpern wurde
an drei Stellen (zwei marginal, eine zentral) die Oberflachenrauigkeit R, mit einem
profilometrischen Rauigkeitsmessgerat (Tastschlittenprinzip; Perthometer S6P, Feinprif-

Perthen, Gottingen, D) gemessen. Rauigkeiten bis 0,2 um scheinen keinen Einfluss auf die
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Bakterienadhasion zu besitzen.*” Um sicher unter diesem Grenzwert zu bleiben, wurde eine
Rauhigkeit bis 0,08 pm als tolerabel erachtet.?”® Priifkdrper, die hohere Werte fir die
Oberflachenrauigkeit aufwiesen, wurden entweder nachbearbeitet oder verworfen. Die
Prifkdper aus Glas und Zahnschmelz wurden aufgrund der Tatsache, dass sie nicht polierbar

sind nicht auf ihre Oberflachenrauigkeit untersucht.

2.4 Lagerung der Prufkorper

Alle Prufkorper mit Ausnahme der Prifkérper aus Zahnschmelz wurden bis zur Verwendung
dunkel und trocken gelagert. Die Prufkorper aus Zahnschmelz wurden bis zu ihrer
Verwendung in Chlor-Amin gelagert. Sieben Tage vor Versuchsbeginn wurden alle
Prufkdrper bis auf die Prifkdrper aus Glas in Alkohol desinfiziert und in destilliertem Wasser
(Aqua dest.) im Kuhlschrank bei 6°C dunkel gelagert. Die Priifkorper aus Glas wurden

hingegen erst kurz vor dem Versuchsbeginn desinfiziert.

3. Mikroorganismen

Fur alle Versuche wurde der Bakterienstamm Streptococcus mutans (NCTC 10449; DSMZ
20523) verwendet, der von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) bezogen wurde. 25 pl Bakterienkultur
wurden in 25 ml DSMZ Medium 92, bestehend aus 30 g tryptischer Soja-Néhrboullion
(Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA) und 3 g Hefeextrakt (Sigma, St.
Louis, USA), die in 1000 ml Aqua dest. mit einem pH von 7,0-7,2 geldst wurden, fur 20 h bei
37°C angeziichtet. Diese Kultur wurde wdchentlich wiederum in 25 ml Medium pro 25 pl
Bakterienkultur Gberimpft und im Anschluss fir 20 h bei 37°C inkubiert. An den Tagen vor
den Versuchen wurden die Bakterien entsprechend obiger Beschreibung gezichtet. Fir die
Versuche wurde die Vorkultur verwendet und das Zellpellet nach einer Inkubationszeit von
20 h bei 18°C fur 5 Minuten bei 2300 U/min abzentrifugiert. Die Bakterien wurden zweimal
mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen und schlieflich in PBS
resuspendiert. Zur Normierung der Bakteriendichte der Versuchskultur wurde mittels
Photometer zunéchst der Nullwert mit blankem PBS bestimmt und anschlieBend die optische
Dichte der Versuchskultur auf einen Wert von 0,3 eingestellt. Der PBS-Puffer wurde aus 8 g
NaCl, 0,2 g KCI, 1,425 g Na,HPO, und 0,2 g KH,PO,, die in einem Liter Aqua dest. geltst

wurden, hergestellt; die Pufferlosung wurde vor der Verwendung autoklaviert.

*'Bollen et al., 1997.
*®Hahnel et al., 2008.
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4. Speichel und Speichelersatzlésung

Fur die Vorversuche wurde zur Simulation der Bildung des Speichelpellikels nattrlicher
Speichel verwendet. Dieser wurde von einer gesunden weiblichen Person (22 Jahre alt) durch
Expektoration jeweils um die gleiche Tageszeit gesammelt; der Speichelfluss wurde dabei
lediglich durch Muskelbewegungen angeregt. Der gesammelte Speichel wurde mit Hilfe von
Einmalfiltrationsgeraten sterilfiltriert (Vacuflo PV 050/3; Porengrol3e 0,45 pm; Schleicher &
Schiller GmbH, Dassel, D) und bis zur Verwendung in Tubes tiefgefroren (-20°C) gelagert.
Fur die Hauptversuche wurde aufgrund des gréReren Bedarfs an Speichel eine
Speichelersatzlosung  verwendet. N&here  Angaben zur  Zusammensetzung der
Speichelersatzldsung finden sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Speichelersatzldsung

verwendete
Proteine Konzentration Hersteller
Albumin 40 pg/ ml PBS Albumin aus Rinderserum, Sigma-Aldrich, Steinheim am Albuch, D
a-Amylase 1 mg/ml PBS a-Amylase aus Schweinepankreas, Fluka Biochemika, Buchs, CH
Lysozym 10 pg/ml PBS Lysozym von Hihnereiweif3, Fluka Biochemika, Buchs, CH
Muzin 850 mg/l PBS Muzin aus Schweinemagen Type Il1, Sigma-Aldrich, Steinheim am Albuch, D

Die Auswahl der Zusammensetzung der Speichelersatzlosung orientierte sich an der von
Hahnel entwickelten und getesteten Speichelersatzlosung.?*®

Auch die Speichelersatzlosung wurde analog zum natirlichen Speichel mittels
Einmalfiltrationsgeraten filtriert und tiefgefroren gelagert (-20°C).

5. Versuchsaufbau

5.1 Vorversuche

Zur Quantifizierung der adhdrenten Mikroorganismen wurden in den Vorversuchen drei
verschiedene Methoden angewandt. Methode A war die konventionelle etablierte Resazurin-
Reduktionsmethode;*® bei Methode B wurde eine abgewandelte Resazurin-
Reduktionsmethode verwendet, bei der der Farbstoff erst nachtraglich zugegeben wurde.

Methode C basierte auf der Verwendung eines anderen Farbstoffes (Cytox Violet®).

*Hahnel, 2007.
»YHahnel et al., 2008; Biirgers et al., 2009.

38




Unabhédngig von der Methode wurden die vorbereiteten Prifkorper aus Polyethylen und
Palapress vario sieben Tage vor dem Versuch mit 70%igem Ethanol desinfiziert und
anschlieBend mit demineralisiertem Wasser (V.E.-Wasser) gewaschen. Im Anschluss wurden
die Prifkorper in 24er Wellplatten (Sarstedt, Inc.; Newton, NC 28658; USA) gelegt, und in
jedes Well 1 ml Aqua dest. pipettiert. Die Prufkorper wurden nun flr eine Woche im
Kihlschrank bei 6°C gelagert; dies diente zur Standardisierung der Versuchsbedingungen und
Auswaschung von Restmonomeren.

Am Versuchstag wurden die Prifkorper aus Polyethylen und Palapress vario aus der
Wasserlagerung entnommen und in konfektionierte 48er Well-Platten (48 Well Cell Culture
Cluster, Corning Inc., Corning, NY 14831, USA) mit dem Dubliersilikon Deguform
(DeguDent GmbH, Hanau, D) eingeklebt. Die Prifkdrper aus Glas wurden am Tag vor dem
Versuch ebenfalls mit 70%igem Ethanol gereinigt und mit V.E.-Wasser abgewaschen. Im
Gegensatz zu den anderen Prifkorpern wurden diese aber nicht eingeklebt, sondern in die
48er Well-Platte gelegt.?>*

In dem Versuch nach Methode A gab es je verwendeter Konzentration 9 MeRproben, deren
relative Fluoreszenzsignale spéter in die Versuchsauswertung einflossen und finf

2 Die Kontrollen setzten sich aus drei Farbstoffkontrollen und einer

Kontrollen.?
Bakterienkontrolle, um sowohl die Einflisse des Farbstoffs Resazurin als auch der
Bakterienldsung auf die relativen Fluoreszenzintensitaten auszuschalten, zusammen. Fir eine
zusatzliche Uberpriifung der Ergebnisse wurde zudem ein Leerwert eingefiihrt. In diesem
Well wurde der Priifkdrper lediglich mit PBS-Pufferlosung tber die gesamte Versuchzeit bei
37°C inkubiert.

Bei der Auswertung wurde das arithmetische Mittel dieser relativen Fluoreszenzintensitaten
von den Werten der Messproben abgezogen.

Die Melproben und die drei Farbkontrollen wurden mit Resazurin in den Konzentrationen 7,5
pl, 15 pl und 30 zusammen mit der Bakterienlésung in Well-Platte im
Thermoschiittelgerat (OrbitalShaker, Thermo Forma) fir zweieinhalb Stunden bei 37°C
inkubiert. Fir die Resazurinfarbstofflosung wurde 0,007536 g Resazurin (Resazurin, Sodium
Salt, Fa. Sigma, Steinheim am Albuch, D) in 10 ml Aqua dest. geldst und bis zur Verwendung

dunkel im Kuhlschrank gelagert. Tabelle 10 liefert eine Ubersicht tiber das Pipettierschema.

»lygl.: Abb. 5S. 42.
22\/gl.: Tabelle 10 S. 40.
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Tabelle 10: Pipettierschema der Methode A:

Bakterienldsung Farbstoff PBS
Messprobe (n=9) 1ml 7,5 ul, 15 pl, 30 pl X
Farbstoffkontrolle (n=3) X 7,5 ul, 15 pl, 30 ul 1ml
Bakterienkontrolle (n=1) 1ml X X
Leerwert (n=1) X X 1ml

Die Resazurin-Reduktionsmethode dient in dieser Arbeit zur Quantifizierung der Bakterien,
die sich an die Prufkorper angelagert haben.

Nach der Inkubationszeit wurde die Bakterienlésung bzw. der PBS-Puffer abgesaugt und die
Wells zweimal mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Nach der Zugabe von je 1 ml PBS pro Well
wurde die Fluoreszenz mit dem Plattenlesegerdt FLUOStar Optima (BMG Labtech) bei einer

Wellenlinge von 560 nm?** gemessen.

Abbildung 6: Plattenlesegerat FLUOStar Optima

Bei dem Versuch nach Methode B wurde die Bakterienlésung ohne den Farbstoff Resazurin
fur zweieinhalb Stunden bei 37°C mit den Prifkorper inkubiert. Im Anschluss wurde die
Bakteriensuspension bzw. die Pufferlosung abgesaugt und die Prifkdrper wiederum zweimal

mit PBS gewaschen. Erst jetzt wurde im Unterschied zur Methode A der Farbstoff Resazurin

235jehe Abb. 6 S. 40.
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in den Konzentrationen 7,5 pl, 15 pl und 30 pl und jeweils 1 ml PBS hinzugefligt und die
Well-Platte nochmals fiir zweieinhalb Stunden bei 37°C inkubiert. 180 pl des Uberstandes
wurden nach Ablauf der Inkubationszeit in eine 96er Well-Platte (96 Well Cell Culture
Cluster, Corning Inc., Corning, NY 14831, USA) umpipettiert und die relative
Fluoreszenzintensitat im Fluorometer bei einer Wellenldnge von 560 nm bestimmt. Mit dieser
Methode wurde die Messung der Eigenfluoreszenz der Priifkdrper umgangen.

Der Versuch nach Methode C erfolgte in der gleichen Weise wie der Versuch nach
Methode B, jedoch wurde mit Cytox Violet® ein anderer Fluoreszenzfarbstoff als Resazurin
verwendet. Fir diesen Farbstoff wurden Konzentrationen von 10 pl, 20 pl und 40 pl, die
jeweils mit 200 ul PBS-Puffer fir zweieinhalb Stunden bei 37°C mit den Prifkdrpern
inkubiert wurden, untersucht. Der Uberstand wurde mittels dem Fluorometer bei einer
Wellenlange von 590 nm quantifiziert. Tabelle 11 zeigt das Pipettierschema fiir die Methoden
B und C, wahrend Tabelle 5 einen Uberblick (iber die Unterschiede im Versuchsaufbau je
nach Methodik liefert.
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Abbildung 5: Ubersicht Gber die verschiedenen Methoden (Unterschiede: Methode A (griin)
Methode B und C (rot); Gemeinsamkeiten (gelb)).

Herstellung der Prifkorper

—

Inkubation fiir 2 h bei 37°C Inkubation fiir 2 h bei 37°C
mit PBS oder Speichel mit PBS oder Speichel

i
E=—

/

Hh

2



Tabelle 11: Pipettierschema fir die Methode B und C:

Bakterienldsung Farbstoff PBS
10 pl, 20 pl und 40 pl Cytox
Violet®/
Messprobe (n=9) 1ml 7,5 pl, 15 pl, 30 pl Resazurin X
Nullkontrolle (n=3) X X 1ml

Durch den Farbstoff Cytox Violet® wird die Aktivitdt der zelluldren Dehydrogenase
gemessen. Dabei ist die Umwandlung in das fluoreszierende Produkt direkt proportional zu
der Anzahl der vitalen adharenten Zellen und deren Proliferation. Das Absorptionsspektrum
liegt dabei bei 590 nm.**

Es erfolgten drei weitere VVorversuche nach Methode A, B und C jeweils mit und ohne
Speichel, wobei die Farbstoffe in den Konzentrationen 15 pl Resazurin pro ml PBS bzw.
Bakterienlosung und 20 pl Cytox Violet® pro 200 ul PBS verwendet wurden. Bei den
Versuchen wurde analog zu den Vorversuchen zur Ermittlung der Farbstoffkonzentration
vorgegangen; der Unterschied bestand lediglich darin, dass vor der Bakterieninkubation die
Prifkorper zundchst entweder mit Speichel oder PBS-Puffer fur zwei Stunden bei 37°C
inkubiert wurden. AnschlieBend wurde jedes Well zweimal mit PBS-Puffer gewaschen, um
die nicht adhdrenten Speichelbestandteile zu eliminieren. Wahrend der zweistlindigen
Inkubationszeit wurde die Versuchskultur hergestellt.?*®

Es wurde je nach Methode mit den festgelegten Farbstoffkonzentrationen, wie oben

beschrieben, weiterverfahren.

5.2 Hauptversuche

Die Hauptversuche wurden mittels eines FlieBkammerverfahrens (dynamischer
Versuchsaufbau) durchgefiihrt.>®® Die Versuche wurden sowohl mit der konventionellen
Resazurin-Reduktionsmethode (Methode A)®®" als auch mit dem Farbstoff Cytox Violet®
(Methode C) durchgefihrt. Als Prufkorper dienten die in der Zahnmedizin gangigen
Materialien Palapress Vario, Sinfony sowie Zahnschmelz?*®,

Der Aufbau des Versuches unter dynamischen Bedingungen besteht aus einem Speichel- und

Bakterienreservoir, einer Pumpe (IPC- 8 V1.32, Ismatec, Glattbrugg-Zurich, CH) und zwolf

»Epigentek, 2009.

25 0.

2PRosentritt et al., 2008; Muhlfriedel, 2009.
»'Rosentritt et al., 2008.

2585 0.
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parallel betriebenen FlieBkammern, in die jeweils drei Prifkorper platziert werden konnen.
Die FlieBkammern setzten sich aus einer handelstiblichen Spritze (20ml), einem Gehduse, den

Priifkorpertragern®® und einem Gummipfropf zusammen, der die Spritze verschlieft.”®

Abbildung 7: Priifkdrpertrager mit Testkorper 2°%:

n-Sihkon Panasil contact

Probekérpertriger

TestkGrper

Die einzelnen Bestandteile des Versuchsaufbaus sind Giber Schlauche miteinander verbunden.
Abbildung 8 gibt einen Uberblick tiber den Versuchsaufbau mit dem FlieRkammerverfahren.

Abbildung 8: Aufbau der FlieRkammer:

Suspension mit S. mutans
bzw. Speichel oder
PBS bei 37°C

Verbindende Schlauche

&

Magnetruhrer mit Heizplatte Schlauchpumpe

Spritzenlumen | _Prifkorper

‘ L K Priifkorpertrager
\/ Gehéause JQ\ Gummipfropf

2%/gl.: Abb. 7 S. 44.
2OMihlIfriedel, 20009.
2IMiihlfriedel, 20009.

44



5.2.1 FlieRkammer mit der Resazurin-Reduktionsmethode

In jedem Versuch unter dynamischen Bedingungen konnten insgesamt 30 Prifkorper
untersucht werden. Pro Material wurden in je drei FlieBkammertrager insgesamt 9 Prufkorper
mit einem dinnflieRenden Silikon (Panasil contact plus, Kettenbach Dental, Eschenburg, D)
eingeklebt.

Analog wurde in zwei weitere Trager je ein Prifkorper aus Zahnschmelz, Palapress Vario
und Sinfony eingeklebt. Diese dienten als Null- und Bakterienkontrolle. In drei weitere Tréger
wurden jeweils drei Prufkorper aus Zahnschmelz, Palapress Vario und Sinfony eingeklebt,

die als Farbkontrollen dienten.?%?

Abbildung 9: Schema der FlieRkammern pro Versuchsdurchlauf bei der Resazurin-

Reduktionsmethode:?%

Zur Anzeige wird der QuickTime™
Dekompressor ,*
bendétigt.

Um die Eigenfluoreszenz der Prufkorper zu bestimmen, wurden die Tréger auf speziell
angefertigten Messplatten fixiert; in die Messplatten wurden 48 ml PBS pipettiert. Die
Bestimmung der Eigenfluoreszenz erfolgte analog zu der semistatischen Resazurin-
Reduktionsmethode mit dem Plattenlesegerat FLUOStar Optima.

Die Trager wurden im Anschluf3 in die FlieRkammern eingebracht und die Schlduche mit der
Pumpe und den Kammern verbunden.

Die Herstellung der Versuchskultur erfolgte analog zu den Vorversuchen, allerdings wurde
ein groReres Volumen von 1,25 | Bakteriensuspension hergestellt. 125 ml der Versuchskultur
wurden als Bakterienkontrolle in eine kleine Duraflasche abgefullt. Die ubrigen 1,125 | der
Versuchskultur wurden mit 16,875 ml Resazurin versetzt; fur die Farbkontrollen wurden
375 ml PBS mit 5,625 ml Resazurin versetzt. In Abbildung 10 sind die Versuche unter

dynamischen Bedingungen mit der Resazurin-Reduktionsmethode schematisch dargestellt.

202\/gl. Abb. 9 S. 45.
23Miihlfriedel et al.,2009.
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Abbildung 10: Versuche unter dynamischen Bedingungen mit der konventionellen
Resazurin-Reduktionsmethode (Unterschiede zu Methode C (griin); Gemeinsamkeiten mit
Methode C (gelb)):

Einbringen der Einbringen der Spalen mit Ethanol
Prafkérper in Prufkorper (n=3) »| (10 min; 6,25 ml/min)
den Probetrager in die FlieBkammer geschlossener Kreislauf
Spualen (PBS-Puffer: 5 min; Pellikelbildung Spulen r‘T;It Aqua dest;
1,875 ml/min) offener < kiinstliche Speichelldsung); | 5 min; 6,25 ml/min)
Kreislauf bzw. PBS-Pufferlésung offener Kreislauf

(2 h; 1,875 ml/min)
geschlossener Kreislauf

Abpumpen der Bakterien-
bzw. PBS- Pufferlésung
offener Kreislauf

A\ 4
Spulen (PBS-Puffer; 5min;
1,875 ml/min)

offener Kreislauf
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5.2.2 FlieBRkammer mit Cytox Violet®

Bei den Versuchen mit Cytox Violet® wurden analog zu dem FlieRkammerverfahren nach der
Resazurin-Reduktionsmethode neun Prufkérper pro Material, jedoch keine Farb- und
Bakterienkontrollen verwendet. Drei Nullkontrollen dienten zur Uberpriifung der Ergebnisse.
Die Prifkorper der Nullkontrollen wurden nur mit PBS und ohne Farbstoff inkubiert.

Der Versuchsablauf erfolgte analog zu dem Versuch unter dynamischen Bedingungen nach
der Resazurin-Reduktionsmethode; auch die Versuchskultur wurde wie oben beschrieben
hergestellt.

Jedoch war die Messung der Eigenfluoreszenz vor dem Versuchsbeginn nicht nétig, da die
relative Fluoreszenzintensitat des Uberstandes ermittelt wurde und die Simulation der
Bakterienadhésion fand nach Angaben des Herstellers ohne vorherige Zugabe des Farbstoffes
statt.

Abbildung 11 stellt den Versuchsaufbau wéhrend der bakteriellen Adhésion dar.

Abbildung 11: Versuchsaufbau (Bakterienadhésion)

Die Trager wurden anschlielend aus den Spritzen entnommen, und die Priifkorper vorsichtig
aus den Tréagern gel6st und in eine 48er-Well-Platte gelegt. Jedes Well wurde einmal mit 1 ml
PBS gewaschen, mit 200 ul PBS und 20 ul Cytox Violet® (nicht bei den 3 Nullkontrollen)
versehen, und fur zweieinhalb Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
180 pl des Uberstandes aus jedem Well in eine 96er Wellplatte (96 Well Cell Culture Cluster,
Corning Inc., Corning, NY 14831, USA) umpipettiert und die relative Fluoreszenzintensitat

mit dem Plattenlesegerat FLUOStar Optima bei einer Wellenldnge von 590 nm gemessen. In
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Abbildung 12 sind die Gemeinsamkeiten und Unterschiede mit der konventionellen

Resazurin-Reduktionsmethode dargestellt.

Abbildung 12: Versuche unter dynamischen Bedingungen mit Cytox Violet® (Unterschiede
zu Methode A (rot); Gemeinsamkeiten mit Methode A (gelb)):

Einbringen der
Prufkorper in

Einbringen der
Priifkdrper (n=3)

den Tréager

Spulen (PBS-Putfer: 5 mim;
1,875 ml/min) offener
Kreislauf

\ 4

in die FlieRkammer

A 4

Spulen mit Ethanol
(10 min; 6,25 ml/min)

geschlossener Kreislauf

Pellikelbildung

A

(ktinstliche Speichellésung);
bzw. PBS-Pufferlésung()
2 h; 1,875 ml/min
geschlossener Kreislauf

v
Spulen mit Aqua dest.

A

(5 min; 6,25 ml/min)
offener Kreislauf

mn
T

A 4

Spilen (PBS-Puffer; 5min
1,875 ml/min)

A

offener Kreislauf

Abpumpen der Bakterien-
bzw. PBS- Pufferldsung
offener Kreislauf
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6. Rasterelektronenmikroskopie

Fur jeden Versuch wurden jeweils die Prifkorper, die die hochste und niedrigste
Fluoreszenzintensitéat aufwiesen, fur 30 Minuten auf Papierhandtiichern getrocknet und dann
mit einem Kohlenstoffkleber (Leit-C nach Gécke, Provac GmbH, Oestrich-Winkel, D) auf die
Tréger (Alu-Stubs, Provac GmbH, Oestrich-Winkel, D) fir das Rasterelektronenmikroskop
aufgeklebt.

Die aufgeklebten Proben wurden fur einen Zeitraum von sieben Tagen unter staubfreien
Bedingungen unter einem Abzug gelagert, bevor sie mit einem Sputtergerat (SCD 005 Sputter
Coater, Fa. BALTEC, Walluff, D) fir 360 sec bei einer Spannung von 30 mV mit einer
Goldschicht versehen wurden, um sie leitfahig zu machen.

Im Rasterelektronenmikroskop (Cambridge S240, Cambridge Instruments, Nussloch, D)
wurde jeder aufgeklebte Prifkorper bei 1700-facher und 3800-facher VergrofRerung
quantitativ und qualitativ hinsichtlich der Zahl der adhdrenten Streptokokken untersucht.

Die in den Vorversuchen verwendeten Prifkorper aus Polyethylen konnten nicht wie die
anderen Priifkorper nachbearbeitet werden,?®* da das Material zu weich war. Bei diesen
Polyethylenprufkorpern war es aufgrund der rauen Oberflache und des Elektronenstrahls zum
Teil nicht moglich, ein ausreichend scharfes Bild zu erzeugen. In diesen Féllen wurde
stattdessen der Prifkorper mit der zweithochsten Bakterienanlagerung verwendet. Die
Prufkdper aus Glas wurden aufgrund ihrer geringen Schichtstarke nicht untersucht.

Mittels der erhaltenen REM-Bilder wurde mit dem Programm Optimas (OptimaSoftware,
Albershausen, D) die mit Streptococcus mutans bedeckte Oberflache der Prifkorper
prozentual zur Gesamtoberflaiche des Prifkorpers bestimmt. Aufgrund der hohen
Untersuchungszeit wurde die Kontrolle der Bakterienadhésion auf zwei Bilder beschrankt.
Dabei wurden jeweils ein Bild pro Prifkdrper mit 1700-facher und eins mit 3800-facher

VergroRerung analysiert. Der aufgenommene Bildausschnitt wurde zuféllig ausgesucht.

7. Datenverarbeitung und statistische Auswertung

7.1 Fehlerbalken
Mittels gruppierter Fehlerbalken wurden die aus den Versuchen gewonnenen Daten graphisch
dargestellt. Fehlerbalkendiagramme kennzeichnen die Lage des Mittelwerts einer Stichprobe

und enthalten zudem Angaben Uber die wahrscheinliche Lage des Mittelwerts in der

24\vgl.: S 36
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Grundgesamtheit. Hierzu kann die Standardabweichung in der Grafik dargestellt werden. Die
Standardabweichung kann fir die Darstellung in der Grafik mit einem beliebigen Faktor

multipliziert werden; im vorliegenden Fall war der Faktor eins.

7.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in den Versuchen gewonnenen Daten erfolgte mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA). Die Homogenitat der Varianzen wurde mit dem
Test nach Levene Uberpruft. Bestanden signifikante Unterschiede, so wurden die paarweisen
Vergleiche mit dem Games-Howell-Test durchgefuhrt; bestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Varianzen wurden die paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-

HSD-Test untersucht. Das Signifikanzniveau a wurde auf 0,05 festgelegt.
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V. Ergebnisse
1. Vorversuche zur Festlegung der Farbstoffkonzentration

1.1 Analyse der relativen Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit der Farbstoffkonzentrationen
1.1.1 Methode A

In dem Vorversuch nach Methode A wurde der Einfluss der verschiedenen
Resazurinkonzentrationen auf die relative Fluoreszenzintensitéat bei den Materialien Palapress
vario, Polyethylen und Glas untersucht. Hierzu wurden die verschiedenen Materialien
zundchst fir zweieinhalb Stunde mit Streptococcus mutans (S. mutans) und Resazurin in den
Konzentrationen 7,5 pl/ml PBS, 15 pl/ml PBS und 30 pl/ml PBS inkubiert und die relative
Fluoreszenzintensitat bestimmt. Die so erhaltenen Werte wurden relativ zur verwendeten

Resazurinkonzentration ermittelt.?®

1.1.1.1 Polyethylen
Die einfaktorielle ANOVA zwischen den Gruppen wies keine signifikanten Unterschiede in

266 \vas darauf hindeutet, dass die drei

der relativen Fluoreszenzintensitat auf (p=0,067)
verschiedenen  Farbstoffkonzentrationen  keinen  erheblichen Einfluss auf die

Fluoreszenzintensitat haben.?®’

1.1.1.2 Palapress vario

Die einfaktorielle ANOVA zwischen den Gruppen zeigte signifikante Unterschiede in der
relativen Fluoreszenzintensitat (p=0,035). Der Levene-Test deutete auf eine nicht homogene
Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,003); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Games-Howell-Test durchgefiihrt. Dieser
zeigte keine signifikanten Unterschiede in der relativen Fluoreszenzintensitit zwischen den
Gruppen, was darauf hindeutet, dass die drei verschiedenen Farbstoffkonzentrationen keinen

erheblichen Einfluss auf die relative Fluoreszenzintensitat haben.?%

1.1.1.3 Glas
Die einfaktorielle ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

hinsichtlich der relativen Fluoreszenzintensitat (p=0,753), was darauf hindeutet, dass die

2%5\/gl.: Material und Methode S. 38ff.

266\/gl.: Tabelle 12 S. 52 und Abb. 13 S. 52.
207\/gl.: Tabelle 12 S. 52 und Abb. 13 S. 52.
2%8\/gl.: Tabelle 12 S. 52 und Abb. 13 S. 52.
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relative Fluoreszenzintensitit nicht von den verschiedenen Farbstoffkonzentrationen

beeinflusst wird.?®°

Fur die weiteren Versuche wurde aufgrund der Tatsache, dass die Farbstoffkonzentrationen
von 7,5 pl, 15 pl und 30 pl pro ml Bakterienldsung bei allen drei Materialien keinen
signifikanten Einfluss auf die relative Fluoreszenzintensitat hatten, eine mittlere

Resazurinkonzentration von 15 pl pro ml Bakterienlésung ausgewahit.

Abbildung 13: relative Fluoreszenzintensitat bei Methode A in Abhéngigkeit von den

Resazurinkonzentrationen und den verwendeten Materialien

Farbstoffkonzentration
inulf 1 ml PBS
W7s
His
Oso

2300,007

4= 2000,00-

at

1500,00

1000,00-]

Relative Fluoreszenzintensit

500,00

0,00-

Palyethylen Palapress vario Glas

Material

Tabelle 12: statistische Auswertung der Methode A (rot=signifikante Unterschiede,
schwarz=nicht signifikante Unterschiede):

Resazurinkonzentration pro ml

Bakterienldsung im Vergleich Polyethylen | Palapress vario | Glas
7,5 pl: 15l 0,985 0,052 0,832
7,5 ul: 30 pl 0,123 0,085 0,991
15 pl: 30 pl 0,9 0,558 0,759

%9gl.: Tabelle 12 S. 52 und Abb. 13 S. 52.
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1.1.2 Methode B

In diesem Versuch nach Methode B wurde der Einfluss der verschiedenen
Resazurinkonzentrationen auf die relative Fluoreszenzintensitét untersucht. Auch bei diesem
Versuch wurden die Materialien Polyethylen, Glas und Palapress vario verwendet. Der
Ablauf entsprach dem der Methode A, jedoch wurde der Farbstoff erst nach erfolgter
Bakterienadh&sion zugegeben. Fir die Messung der relativen Fluoreszenzintensitat wurde der
Uberstand nach einer Inkubationszeit von zweieinhalb Stunden in ein 96er Well umpipettiert

und ohne Priifkérper gemessen.?”

1.1.2.1 Polyethylen

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitit zwischen den Gruppen (p=0,004). Der Levene-Test deutete auf eine
homogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,357); aus diesem Grund wurden die
anschlieRenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test durchgefihrt. Dieser zeigte
signifikante Unterschiede sowohl zwischen den Resazurinkonzentrationen 7,5 pl/ml PBS und
15 pl/ml PBS, als auch zwischen 7,5 pl/ml PBS und 30 pl/ml PBS. Die Unterschiede

21 \was darauf hindeutet,

zwischen 15 pl/ml PBS und 30 pl/ml PBS waren nicht signifikant,
dass mit einer Resazurinkonzentration von 30 pl/ml PBS keine hohere relative

Fluoreszenzintensitat mehr erzielt werden kann.

1.1.2.2 Palapress vario

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,001). Der Levene-Test deutete auf eine
homogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,203); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test durchgefiihrt. Diese zeigten
signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitaten bei den Resazurinkonzentrationen 15 pl/ml
PBS als bei 7,5 pl/ml PBS und 30 pl/ml PBS.?" Dies deutet darauf hin, dass mit der héheren
Farbstoffkonzentration von 30 pl/ml PBS keine hohere relative Fluoreszenzintensitat mehr zu

erzielen ist.

2%/gl.: Material und Methoden S. 38ff.
2'y/gl.: Tabelle 13 S. 55 und Abb. 14 S. 54.
272\/gl.: Tabelle 13 S. 55 und Abb. 14 S. 54.
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1.1.2.3 Glas

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p<0,001); der Levene-Test war signifikant
(p=0,002). Daher wurden die paarweisen Vergleiche mit dem Games-Howell-Test
durchgefuhrt. Dieser wies signifikante Unterschiede zwischen den Resazurinkonzentrationen
7,5 pl/ml PBS und 15 pl/ml PBS sowie zwischen 7,5 pl/ml PBS und 30 pl/ml PBS auf, was
darauf hindeutet, dass bei einer Farbstoffkonzentration von 7,5 pl/ml PBS eine deutlich
hohere  relative  Fluoreszenzintensitdt erzielt wurde als bei den hoheren

Farbstoffkonzentrationen.?”

Fur die weiteren Versuche wurde eine Resazurinkonzentration von 15 pl/ml PBS verwendet,
da zumindest bei den Prifkdrpern aus Palapress vario und Polyethylen eine hohere
Farbstoffkonzentration keinen signifikanten Einfluss auf die relative Fluoreszenzintensitat
hatte.

Abbildung 14: relative Fluoreszenzintensitat bei Methode B in Abhangigkeit von den

Resazurinkonzentrationen und den verwendeten Materialien

Farbstoffkonzentration
60000,00 in i/ 1 ml PBS

W7
E1s
3o
50000,00-]

40000,00

30000,004

20000,009

Relative Fluoreszenzintensitat

10000,00

0,00-
Polyethylen Palapress vario Glas

Material

2B\/gl.: Tabelle 13 S. 55 und Abb. 14 S. 54.
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Tabelle 13: statistische Auswertung der Methode B (rot=signifikante Unterschiede,
schwarz=nicht signifikante Unterschiede):

Resazurinkonzentration pro ml | Polyethylen | Palapressvario | Glas
PBS im Vergleich

7,5 ul: 15 ul 0,007 0,001 0,001
7,5 pul: 30 ul 0,014 0,887 0,002
15 pl: 30 pl 0,953 0,003 0,135

1.1.3 Methode C

In diesem Vorversuch wurde der Einfluss der verschiedenen Cytox Violet®-Konzentrationen
auf die relative Fluoreszenzintensitat untersucht. Der Versuchsablauf entsprach dem bei
Methode B, jedoch wurden statt Resazurin Cytox Violet® in den Konzentrationen 10 ul/200
ul PBS, 20 p1/200 pl PBS und 40 pl/200 pl PBS verwendet.?”

1.1.3.1 Polyethylen

Die einfaktorielle ANOVA wies signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen auf (p<0,001). Der Levene-Test deutete auf eine
inhomogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,048); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Games-Howell-Test durchgefiihrt. Dieser
zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen 10 ul/200 pl PBS und 20
ul/200 pl PBS, sowie zwischen 20 ul/200 pl PBS und 40 ul/200 ul PBS, als auch zwischen
10 pl/200 pl PBS und 40 pl/200 pl PBS. Das bedeutet, dass mit der Cytox Violet®
Konzentration von 20 pl/200 pl PBS die signifikant hochste relative Fluoreszenzintensitat
erzielt wurde, wahrend diese bei héheren Konzentrationen wieder sank®’.

Die Standardabweichung der relativen Fluoreszenzintensitat fir den Messwert 20 pl war

aufgrund dessen, dass die Messgrenze des Geréts erreicht wurde, gleich null.

1.1.3.2 Palapress vario

Die einfaktorielle ANOVA zeigte hinsichtlich der relativen Fluoreszenzintensitét signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (p<0,001). Der Levene-Test deutete auf eine
inhomogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p<0,001); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Games-Howell-Test durchgefuhrt. Dieser

zeigte signifikante Unterschiede in der relativen Fluoreszenzintensitdt zwischen den

2%\/gl.: Material und Methoden S. 38 ff.
2"\/gl.: Tabelle 14 S. 57 und Abb. 15 S. 57.
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Konzentrationen 10 ul/200 pl PBS und 40 ul/200 pl PBS sowie 20 pl/200 pul PBS und 40
(/200 ul PBS, wahrend der Unterschied zwischen 10 ul/200 pl PBS und 20 ul/200 pl PBS
nicht signifikant war.?’® Daraus kann man entnehmen, dass bei héheren Cytox Violet®
Konzentrationen eine signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat gemessen wird.

Die Standardabweichung der relativen Fluoreszenzintensitat fir den Messwert 40 pl war

aufgrund dessen, dass die Messgrenze des Geréts erreicht wurde, gleich null.

1.1.3.3 Glas

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p<0,001). Der Levene-Test deutete auf eine
homogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,443); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test durchgefiihrt. Dieser zeigte
signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen 10 ul/200 pl PBS und 20 ul/200 pl
PBS sowie zwischen 20 ul/200 pl PBS und 40 ul/200 pl PBS als auch zwischen 10 ul/200 pl
PBS und 40 pl/200 pl PBS?’. Hier wurde mit steigender Farbstoffkonzentration eine

signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat gemessen.

Fur die weiteren Versuche wurde die Cytox Violet®-Konzentration 20 pl/200 pl PBS
ausgewahlt, da eine hohere Konzentration zumindest bei dem Material Polyethylen wieder zu

einer Abnahme der relativen Fluoreszenzintensitat fihrte.

27%\/gl.: Tabelle 14 S. 57 und Abb. 15 S. 57.
27'\/gl.: Tabelle 14 S. 57 und Abb. 15 S. 57.
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Abbildung 15: relative Fluoreszenzintensitat bei Methode C in Abhangigkeit von den Cytox

Violet®-Konzentrationen und den verwendeten Materialien
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Tabelle 14: statistische Auswertung der Methode C (rot=signifikante Unterschiede,

schwarz=nicht signifikante Unterschiede):

Cytox Violet® Konzentration pro | Polyethylen | Palapress vario | Glas
200 ul PBS im Vergleich

10 pl: 20pl < 0,001 0,198 < 0,001
10 pl: 40 pl < 0,001 < 0,001 <0,001
20 pl: 40 pl 0,001 0,002 <0,001

1.2 Analyse der Standardabweichungen

Es wurden zum einem die relative Hohe der Standardabweichungen und zum anderen die
Standardabweichung prozentual zur erhaltenen Fluoreszenzintensitét beurteilt.

Unter Anwendung der Methode A wurden von den drei Methoden die niedrigsten relativen
Standardabweichungen festgestellt. Mit Erhohung der Fluoreszenzfarbstoffkonzentration
nahmen hier jedoch die Abweichungen zu.?”® Unter Anwendung der Methode B traten hohere
relative Standardabweichungen als unter Anwendung der Methode A auf, bei Anwendung der

Methode C waren die relativen Standardabweichungen am héchsten.?”

28\/gl.: Tabelle 15 S. 58.
2%\/gl.: Tabelle 16 und Tabelle 17 S. 59.
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Wenn man allerdings die Standardabweichungen prozentual zur erzielten relativen
Fluoreszenzintensitat beurteilt, so ist Methode A den Methoden B und C unterlegen. Bei
Anwendung der Methode A wurden Standardabweichungen erzielt, die groRer als hundert
Prozent der erzielten relativen Fluoreszenzintensitat waren. Bei Anwendung der Methode C
waren die Abweichungen gréRer als bei Anwendung der Methode B.?*°

Jedoch ist die Aussagekraft der relativen und prozentualen Standardabweichung fir die
Prifkdrpern aus Polyethylen und der Farbstoffkonzentration 20 pl/200 pul PBS und den
Prifkdper aus Palapress vario und der Farbstoffkonzentration 40 pl/200 pl PBS
eingeschrankt, da die Standardabweichungen aufgrund der MeRRgrenze des Plattenlesegerétes

gleich null waren.*®

Tabelle 15: Standardabweichungen der Methode A: relative und prozentuale

Standardabweichung im Vergleich

relative Standardabweichung in

Methode A Standardabweichung %

Polyethylen: Konzentration 7,5 pl 400,0 123,1
Polyethylen: Konzentration 15 pl 400,0 133,4
Polyethylen: Konzentration 30 pl 1050,0 155,6
Palapress: Konzentration7,5 pl 450,0 163,6
Palapress: Konzentration 15 pl 1000,0 181,8
Palapress: Konzentration30 pl 2135,0 170,8
Glas: Konzentration 7,5 pl 825,0 750,0
Glas: Konzentration 15 pl 820,0 82,0
Glas: Konzentration 30 pl 925,0 80,4

280\/gl.: Tabelle 15 S. 58 und Tabelle 16 und 17 S. 59.
?81y/gl.: Tabelle 17 S. 59.
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Tabelle 16: Standardabweichungen der Methode B: relative und prozentuale
Standardabweichung im Vergleich

relative Standardabweichung in
Methode B Standardabweichung %
Polyethylen: Konzentration 7,5 pl 5882,5 15,4
Polyethylen: Konzentration 15 pl 7059,0 16,4
Polyethylen: Konzentration 30 pl 2941,3 6,9
Palapress: Konzentration7,5 pl 4117,8 9,7
Palapress: Konzentration 15 pl 4706,0 10,0
Palapress: Konzentration30 pl 2353,0 5,4
Glas: Konzentration 7,5 pl 5882,5 12,2
Glas: Konzentration 15 pl 1176,5 2,8
Glas: Konzentration 30 pl 1176,5 2,8
Tabelle 17: Standardabweichungen der Methode C: relative und prozentuale
Standardabweichung im Vergleich

relative Standardabweichung in
Methode C Standardabweichung %
Polyethylen: Konzentration 10 pl 11857,4 66,8
Polyethylen: Konzentration 20 pl 0 0
Polyethylen: Konzentration 40 pl 25000,5 51,7
Palapress: Konzentration10 pl 6857,3 20
Palapress: Konzentration 20 pl 25000,5 58,3
Palapress: Konzentration 40 ul 0 0
Glas: Konzentration 10 pl 7857,3 30,5
Glas: Konzentration 20 pl 11000,2 25,2
Glas: Konzentration 40 pl 14286,0 22,7

1.3. Analyse der Oberflachenrauhigkeit

Um den Einfluss der Oberflachenrauhigkeit auf die Pellikelbildung auszuschlie3en, wurden

30 % der Prufkorper aus Palapress vario und Polyethylen mit einem profilometrischen

RauigkeitsmelRgerat jeweils an zwei marginalen und einer zentralen Stelle untersucht. Die

Prifkoper aus Glas wurden aufgrund ihrer geringen Schichtstarke nicht untersucht. Die

gemessenen Rauigkeitswerte lagen bei maximal 0,08 pum und damit unterhalb der in der

Literatur gefundenen Werte von 0,2 um, bei denen kein Einfluss auf die Adh&sion von

Bakterien und Speichelbestandteilen an den Prifkorper besteht.

282\/gl.: Tabelle 18 S. 60/61.
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Tabelle 18: Ergebnisse der MelRwerte der Oberflachenrauigkeit:

MeBstelle 1 | MeBstelle 2 | MeBstelle 3
Material in um in um in um
Palapress vario 1 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 2 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 3 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 4 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 5 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 6 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 7 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 8 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 9 0,04 0,04 0,08
Palapress vario 10 0,08 0,04 0,04
Palapress vario 11 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 12 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 13 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 14 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 15 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 16 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 17 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 18 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 19 0,04 0,04 0,08
Palapress vario 20 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 21 0,08 0,04 0,04
Palapress vario 22 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 23 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 24 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 25 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 26 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 27 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 28 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 29 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 30 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 31 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 32 0,04 0,04 0,08
Palapress vario 33 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 34 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 35 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 36 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 37 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 38 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 39 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 40 0,04 0,08 0,04
Polyethylenl 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 2 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 3 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 4 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 5 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 6 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 7 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 8 0,04 0,08 0,04
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Polyethylen 9 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 10 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 11 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 12 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 13 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 14 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 15 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 16 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 17 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 18 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 19 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 20 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 21 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 22 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 23 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 24 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 25 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 26 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 27 0,08 0,04 0,04
Polyethylen28 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 29 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 30 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 31 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 32 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 33 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 34 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 35 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 36 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 37 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 38 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 39 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 40 0,04 0,08 0,04
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2. Vorversuche mit und ohne Speichelpellikel mit den ausgewahlten Farbstoffkonzentrationen

2.1 Analyse der relativen Fluoreszenzintensitat in Abh&ngigkeit von der Pellikelbildung und
dem Material

2.1.1 Methode A

2.1.1.1 Ohne Speichelpellikel

Der Versuchsablauf erfolgte wie bei der in Material und Methoden unter 5.1 beschriebenen
Methode A mit einer Resazurinkonzentration von 15 pl/ml PBS. Es wurden wiederum die
Materialien Polyethylen, Palapress vario und Glas verwendet?®®,

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitdt zwischen den Gruppen (p=0,035). Der Levene-Test war auch
signifikant (p=0,046) und lasst somit auf eine heterogene Verteilung der Gruppenvarianzen
schlieBen. Daher wurden die anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Games-Howell-
Test durchgefuhrt. Dieser deutete auf eine &hnliche relative Fluoreszenzintensitat bei den

verschiedenen Materialien hin®*.

?83\/gl.: Material und Methoden S. 38 ff.
28%\/gl.: Abb. 16 S. 63 und Tabelle 19 S. 63.
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Abbildung 16: Methode A, B und C ohne vorherige Speichelpellikelbildung: relative
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der verschiedenen Farbstoffe und den verwendeten

Materialien

Wersuch

Methode A: konventionelle
Resazurin-
Reduktionsmethoce

Methode B: nachtrégliche
60000,00- Resazurinzugabe

[iethode C: Cytox Violet®

40000,00<

20000,00-

Relative Fluoreszenzintensitat

0,00=
Palyethylen Palapress vario Glas

Material

Tabelle 19: statistische Auswertung der Methode A (rot=signifikanter Unterschied,

schwarz=kein signifikanter Unterschied):

Verglichene Materialien | Mit Pellikelbildung | Ohne Pellikelbildung

Palapress vario:

Polyethylen 0,404 0,317
Palapress vario: Glas 0,997 0,35
Polyethylen: Glas 0,363 0,063

2.1.1.2 Mit Speichelpellikel

Bei diesem Versuch wurden die Prufkorper zunéchst fir zwei Stunden mit steril filtriertem
natrlichem Speichel und erst anschliefend mit Streptococcus mutans und 15 pl Resazurin
inkubiert; nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die relative Fluoreszenzintensitat

gemessen®®.

285\/gl.: Material und Methoden S. 38 ff.
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Die einfaktorielle ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,314), was darauf hindeutet, dass die

relative Fluoreszenzintensitat bei den verschiedenen Materialien ahnlich ist?®,

Abbildung 17: Methode A, B und C mit vorheriger Speichelpellikelbildung: relative
Fluoreszenzintensitat in Abhéangigkeit der verschiedenen Farbstoffmethoden und den

verwendeten Materialien

Wersuch

IMethode A: konventionelle
Resazurin-
Redulktionsmethode

40000,00]

Methode B: nachtragliche

Resazurinzugabe
[Miethode C: Cytox Violet®

30000,00

20000,004

Relative Fluoreszenzintensitit

10000,00

0,00
Polyethylen Palapress vario Glas

Material

2.1.2. Methode B

2.1.2.1 Ohne Speichelpellikel

Der Versuchsablauf entsprach dem in Material und Methoden unter 5.1 beschriebenen mit
den Materialien Polyethylen, Palapress vario und Glas, jedoch mit einer

Resazurinkonzentration von 15 pl/ml PBS %'

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,01); der Levene-Test wies auf keine
signifikanten Unterschiede hin (p=0,249). Die anschlieBenden Vergleiche mit dem Tukey-
HSD-Test zeigten eine signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat bei Polyethylen und

285\/gl.: Abb. 17 S. 64 und Tabelle 19. S. 63.
%87\/gl.: Material und Methoden S. 38ff.
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Palapress vario als bei Glas. Die Unterschiede zwischen Polyethylen und Palapress vario

waren nicht signifikant®®,

Tabelle 20: statistische Auswertung der Methode B (rot=signifikanter Unterschied,

schwarz=kein signifikanter Unterschied):

Verglichene Materialien | Mit Pellikelbildung | Ohne Pellikelbildung

Palapress vario:

Polyethylen 0,52 0,434
Palapress vario: Glas 0,122 0,001
Polyethylen: Glas <0,001 0,021

2.1.2.2 Mit Speichelpellikel

Die Prufkorper wurden flir zwei Stunden mit steril filtriertem, humanem Speichel und
anschlieBend fiir zweieinhalb Stunden mit Streptococcus mutans inkubiert; im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit Resazurin in einer Konzentration von 15 pl/ml PBS fir weitere
zwei Stunden. 180 pl des Uberstandes wurden in 96er Wells umgefiillt und die
Fluoreszenzintensitat gemessen®®°.

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,01). Da der Levene-Test eine homogene
Verteilung der Varianzen zeigte (p=0,345), wurden die sich anschliefenden Vergleiche mit
dem Tukey-HSD-Test durchgefuhrt. Dieser zeigte eine signifikant hohere relative
Fluoreszenzintensitat bei Polyethylen als bei Glas. Die Unterschiede zwischen Polyethylen

und Palapress vario und Glas und Palapress vario waren nicht signifikant?*.

2.1.3. Methode C
2.1.3.1 Ohne Speichelpellikel
Der Versuchsaufbau entsprach dem in Material und Methoden unter Punkt 5.1 beschriebenen.

Es wurden die Materialien Polyethylen, Palapress vario und Glas untersucht®*.

288\/gl.: Abb. 16 S. 63 und Tabelle 20 S. 65.
289\/gl.: Material und Methoden S. 38ff.
2%0\/gl.: Abb. 17 S. 64 und Tabelle 21 S. 66.
#ly/gl.: Material und Methoden S. 38ff.
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Die einfaktorielle ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,85), was darauf schlie3en lasst, dass die

relative Fluoreszenzintensitit bei den verwendeten Materialien ahnlich ist?,

Tabelle 21: statistische Auswertung der Methode C (rot=signifikanter Unterschied,

schwarz=kein signifikanter Unterschied):

Verglichene Materialien | Mit Pellikelbildung | Ohne Pellikelbildung

Palapress vario:

Polyethylen 0,002 0,079
Palapress vario: Glas 0,171 0,255
Polyethylen: Glas <0,001 0,788

2.1.3.2 Mit Speichelpellikel

Zunéchst wurden die Prifkorper Polyethylen, Palapress vario und Glas fir zwei Stunden mit
sterilfiltriertem, humanem Speichel und anschlieBend fir weitere zweieinhalb Stunden mit
Streptococcus mutans inkubiert. Erst im Anschluss wurden 20 pl Cytox Violet® hinzugefugt
und mit 200 pl PBS fiir weitere 2h inkubiert. Von dem so erhaltenen Uberstand wurden 180
ul in 96er Wells transferiert und die relative Fluoreszenzintensitat gemessen®®.

Die einfaktorielle ANOVA wies signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p<0,001) auf. Der Levene-Test zeigte keine
signifikanten Unterschiede (p=0,11), deshalb wurde eine homogene Verteilung der Varianzen
angenommen. Die sich anschliefenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test
wiesen signifikante Unterschiede zwischen den Materialien Polyethylen und Palapress vario
sowie Polyethylen und Glas auf. Lediglich die Unterschiede zwischen Palapress vario und
Glas waren nicht signifikant. Dabei zeigte Polyethylen eine signifikant hohere relative

Fluoreszenzintensitat als Glas und Palapress vario.?*

2.2 Analyse der Standardabweichungen
Beurteilt wurden sowohl die HOhe der relativen Standardabweichung als auch die

Standardabeichung prozentual zur erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitét.

292\/gl.: Abb.16 S. 63 und Tabelle 21 S. 66.
2%3\/gl.: Material und Methoden S. 38ff.
2%\/gl.: Abb. 17 S. 64 und Tabelle 21 S. 66.
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Die relativen Standardabweichungen ohne vorherige Speichelinkubation waren unter
Anwendung der Methode A und B é&hnlich, wahrend bei Anwendung der Methode C
wesentlich hohere relative Standardabweichungen auftraten.

Bei Anwendung der Methode A ohne vorherige Pellikelbildung wurden fiir die Prifkoper aus
Palapress vario die niedrigsten relativen Standardabweichungen gemessen. Unter
Anwendung der Methode B wurden hingegen die niedrigsten Standardabweichungen fur die
Prifkorper aus Polyethylen und Glas beobachtet. Bei Anwendung der Methode C wurden
wesentlich hohere relative Standardabweichungen als bei Anwendung der Methode A und B
festgestellt.”

Werden die Standardabweichungen in Prozent ausgehend von den gemessenen relativen
Fluoreszenzintensitdten beurteilt, so wurden bei Anwendung der Methode A ohne vorherige
Pellikelbildung die hochsten prozentualen Standardabweichungen von gréRer als hundert
Prozent beobachtet.”®® Bei Anwendung der Methode B ohne vorherige Pellikelbildung
wurden die niedrigsten prozentualen Abweichungen fir die Materialien Glas und Palapress
vario beobachtet und unter Anwendung der Methode C bei den Prifkdrpern aus
Polyethylen.?®’

Einen Uberblick tiber das Verhalten der Standardabweichungen gibt Tabelle 22.

Tabelle 22: Standardabweichungen der Methoden A, B und C ohne vorherige

Pellikelbildung: prozentual und relativ im Vergleich (rot=hoch, orange=mittel, grin=niedrig):

ohne
Pellikelbildung | Methode A Methode B Methode C

relativ prozentual | relativ prozentual | relativ prozentual
Polyethylen 2285,7 160,0 1428,6 47,6| 14571,2 26,8
Palapress vario 1428,6 200,0 4286,2 11,8| 14286,0 32,8
Glas 3714,3 173,3 2857,2 <1 10714,5 23,1

Bei den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung traten unter Anwendung der Methode A fir
alle Prufkorper die niedrigsten relativen Standardabweichungen auf. Bei Anwendung der
Methode C waren fir die Prifkorper aus Polyethylen die relativen Standardabweichungen am
hdchsten, bei Anwendung der Methode B hingegen fir die Prifkoper aus Palapress vario und

Glas.?*®

2%\/gl.: Tabelle 22 S. 67.
2%\/gl.: Tabelle 22 S. 67.
27\/gl.: Tabelle 22 S. 67.
2%\/gl.: Tabelle 23 S. 68.
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Fur die Versuche mit vorheriger Pellikelbildung wurden die niedrigsten prozentualen
Standardabweichungen bei Anwendung der Methode B gemessen. Die Werte unter
Anwendung der Methode C lagen bei den Prufkdorpern aus Polyethylen und Palapress vario
zwischen denen bei Anwendung der Methoden A und B, bei den Prifkorpern aus Glas waren
sie bei Anwendung der Methode C am héchsten.?*®

Methode B ist auch bei den Vorversuchen mit vorheriger Pellikelbildung am genauesten.

Methode C ist trotz der hdheren relativen Standardabweichungen praziser als Methode A.

Tabelle 23: Standardabweichungen der Methoden A, B und C mit vorheriger Pellikelbildung:
prozentual und relativ im Vergleich(rot=hoch, orange=mittel, grin=niedrig):

mit
Pellikelbildung Methode A Methode B Methode C

relativ prozentual |relativ prozentual |relativ prozentual
Polyethylen 2000,0 166,7 2400,0 9,5| 12000,0 47,6
Palapress vario 3600,0 225,0 9600,0 37,3 8000,0 47,6
Glas 800,0 83,3 3200,0 11,42 2400,0 85,7

2.3 Analyse der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

Im Rasterelektronenmikroskop wurde jeweils der Prifkorper mit der niedrigsten und héchsten
Fluoreszenzintensitat untersucht. Dies geschah fiir Methode A, B und C mit und ohne
Pellikelbildung. Die Auszéhlung der Bakterien erfolgte dabei mit einem Computerprogramm,
das die prozentuale mit Bakterien bedeckte Oberflache angibt. Dabei korrelierten fur die
VergrolRerung 1700 bei Methode B und C die Werte der prozentualen Bakterienbesiedlung
mit der Hohe der relativen Fluoreszenzintensitat (eingeteilt in hoch, mittel und niedrig).*® Bei
Methode A stimmte zwar das Verhéltnis zu den relativen Fluoreszenzintensititen von Glas,
jedoch nicht von Polyethylen und Palapress vario.*®*. Bei einer VergroRerung von 3800
konnten im Gegensatz zu den Bildern bei einer VergroRerung von 1700 keine relevanten

Beobachtungen gemacht werden.

29%\/gl.: Tabelle 23 S. 68.
300\/g1.: Tabelle 24, 25 und 26 S. 69.
0ty/gl.: Tabelle 22 S. 67 und Tabelle 19 S. 63.

68



Tabelle 24: Methode A: Werte der prozentual von Bakterien bedeckten Oberflache (%) im

Vergleich zur Fluoreszenzintensitat fir die

VergréRerung von 1700:

hochste Bakterienakkumulation bei

Methode A mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 30,0 hoch
Polyethylen 36,5 mittel

Glas 10,6 niedrig
Methode A ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitét
Palapress vario 24,8 niedrig
Polyethylen 20,3 mittel

Glas 27,8 hoch

einer

Tabelle 25: Methode B: Werte der prozentual bedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur

Fluoreszenzintensitat fur die hoéchste Bakterienakkumulation bei einer Vergrofierung von

1700:

Methode B mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 13,6 mittel
Polyethylen 36,5 hoch

Glas 10,3 niedrig
Methode B ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 25,8 niedrig
Polyethylen 53,1 hoch

Glas 26,6 mittel

Tabelle 26: Methode C: Werte der prozentual bedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur

Fluoreszenzintensitat fur die hoéchste Bakterienakkumulation bei einer Vergrofierung von

1700:

Methode C mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 25,1 mittel
Polyethylen 33,1 hoch

Glas 24,7 niedrig
Methode C ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 21,7 niedrig
Polyethylen 31,8 hoch

Glas 25,8 mittel
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2.4 Analyse der Oberflachenrauhigkeit

Es wurden widerum 30 % der Prufkorper aus Palapress vario und Polyethylen zuféllig
ausgewahlt und mit einem profilometrischen Rauigkeitsmef3gerat jeweils an zwei marginalen
und einer zentralen Stelle untersucht, um den Einfluss der Oberflachenrauigkeit
auszuschliel?en. Die Priifkoper aus Glas wurden aufgrund ihrer geringen Schichtstarke nicht
untersucht. Alle Ergebnisse lagen unter der geforderten Rauigkeit von 0,08 um, bei der kein
Einfluss auf die Adhédsion von Bakterien und Speichelbestandteilen an den Prifkorper

besteht.3%

%02\/gl.: Tabelle 27 S. 71
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Tabelle 27: Ergebnisse der MelRRwerte der Oberflachenrauigkeit:

MeBstelle 1 | MeBstelle 2 | MeBstelle 3

Material in um in um in um

Palapress vario 1 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 2 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 3 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 4 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 5 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 6 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 7 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 8 0,04 0,04 0,08
Palapress vario 9 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 10 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 11 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 12 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 13 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 14 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 15 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 16 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 16 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 17 0,08 0,08 0,04
Palapress vario 18 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 19 0,08 0,08 0,08
Palapress vario 20 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 21 0,04 0,04 0,08
Palapress vario 22 0,04 0,08 0,04
Palapress vario 23 0,04 0,08 0,08
Palapress vario 24 0,08 0,04 0,08
Palapress vario 25 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 1 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 2 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 3 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 4 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 5 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 6 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 7 0,04 0,04 0,08
Polyethylen 8 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 9 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 10 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 11 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 12 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 13 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 14 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 15 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 16 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 17 0,08 0,08 0,04
Polyethylen 19 0,08 0,04 0,04
Polyethylen 20 0,08 0,08 0,08
Polyethylen 21 0,08 0,04 0,08
Polyethylen 22 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 23 0,04 0,08 0,08
Polyethylen 24 0,04 0,08 0,04
Polyethylen 25 0,08 0,04 0,04
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3 Hauptversuche
3.1 Analyse der relativen Fluoreszenzintensitdten in den Versuchen unter dynamischen

Bedingungen

3.1.1 FlieBkammer mit Speichelpellikel und mit dem Farbstoff Resazurin

Der Versuchsaufbau entsprach dem in Material und Methoden unter 5.2 beschriebenen unter
Verwendung der Materialien Sinfony, Palapress vario und Zahnschmelz.*%

Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p<0,001). Der Levene-Test deutete auf eine
homogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,097); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test durchgefiihrt. Dieser zeigte
eine signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat fur Zahnschmelz als fur Palapress vario
und Sinfony. Zwischen Sinfony und Palapress vario waren die Unterschiede nicht signifikant,
was auf eine &hnlich hohe relative Fluoreszenzintensitat bei den Materialien Sinfony und
Palapress vario hindeutet, wéhrend Zahnschmelz eine wesentlich hohere relative

Fluoreszenzintensitat aufwies®®.

303y/gl.: Material und Methoden S. 43ff.
%0%\/gl.: Abb. 18 S. 73 und Tabelle 28 S. 73.
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Abbildung 18: Versuche unter dynamischen Bedingungen mit dem Farbstoff Resazurin mit
vorheriger Pellikelbildung, relative Fluoreszenzintensitéat in Abhéngigkeit von dem Material
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Tabelle 28: statistische Auswertung mit dem Tukey-HSD-Test (rot=signifikanter
Unterschied, schwarz=kein signifikanter Unterschied):

Verglichene Materialien FlieBRkammer mit Resazurin und
Speichel

Palapress vario- Zahnschmelz <0,001

Palapress vario- Sinfony 0,639

Zahnschmelz- Sinfony <0,001

3.1.2 FlieRkammer ohne Speichelpellikel und mit dem Farbstoff Resazurin
Der Versuchsaufbau entsprach dem in Material und Methoden unter 5.2 beschriebenen unter
Verwendung der Materialien Sinfony, Palapress vario und Zahnschmelz.*%
Die einfaktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p<0,001). Da der Levene-Test auf eine
heterogene Verteilung der Varianzen hinwies (p=0,005), wurden die paarweisen Vergleiche

mit dem Games-Howell-Test durchgefiihrt. Dabei war die relative Fluoreszenzintensitéat bei

3%\gl.: Material und Methoden S. 43ff.
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Zahnschmelz signifikant hoher als bei Sinfony und Palapress vario. Zwischen den Materialien

Sinfony und Palapress vario waren keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen®.

Abbildung 19: Versuch unter dynamischen Bedingungen mit dem Farbstoff Resazurin ohne

vorherige Pellikelbildung, relative Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit von dem Material
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Tabelle 29: statistische Auswertung mit dem Games-Howell-Test (rot=signifikanter

Unterschied, schwarz=kein signifikanter Unterschied)

Verglichene Materialien FlieBkammer ohne Speichel und mit
Resazurin

Palapress vario- Zahnschmelz <0,001

Palapress vario- Sinfony 0,613

Zahnschmelz- Sinfony <0,001

3.1.3 FlieBkammer mit Speichelpellikel und mit dem Farbstoff Cytox Violet®

Der Versuchsaufbau entsprach dem unter 5.2 beschriebenen unter Verwendung der
Materialien Sinfony, Palapress vario und Zahnschmelz.3’

Die einfaktorielle ANOVA wies signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitit zwischen den Gruppen auf (p<0,001). Da der Levene-Test auf eine

homogene Verteilung der Varianzen hinwies (p=0,900), wurden die paarweisen Vergleiche

3%\/gl.: Abb. 19 S. 74 und Tabelle 29 S. 74.
%9%gl.: Material und Methoden S. 47ff.
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mit dem Tukey-HSD-Test durchgefiihrt. Dieser zeigte eine signifikant hohere relative
Fluoreszenzintensitat bei dem Material Palapress vario als bei Sinfony und eine signifikant
hohere relative Fluoreszenzintensitat bei Zahnschmelz als bei Sinfony. Die Unterschiede
zwischen Zahnschmelz und Palapress vario waren nicht signifikant, was darauf hindeutet,
dass die relative Fluoreszenzintensitét bei Zahnschmelz und Palapress vario wesentlich hoher
ist als bei Sinfony®®.

Abbildung 20: Versuch unter dynamischen Bedingungen mit dem Farbstoff Cytox Violet®
mit vorheriger Pellikelbildung, relative Fluoreszenzintensitat in Abhdangigkeit von dem
Material
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Tabelle 30: statistische Auswertung mit dem Tukey-HSD-Test (rot=signifikanter

Unterschied, schwarz=kein signifikanter Unterschied)

Verglichene Materialien FlieBkammer mit Speichel und Cytox
Violet®

Palapress vario- Zahnschmelz 0,514

Palapress vario- Sinfony <0,001

Zahnschmelz- Sinfony 0,003

%08\/gl.: Abb. 20 S. 75 und Tabelle 30 S. 75.
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3.1.4 FlieRkammer ohne Speichelpellikel und mit dem Farbstoff Cytox Violet®

Der Versuchsaufbau entsprach dem in Material und Methoden unter 5.2 beschriebenen unter
Verwendung der Materialien Sinfony, Palapress vario und Zahnschmelz.%°

Die einfaktorielle ANOVA wies signifikante Unterschiede in der relativen
Fluoreszenzintensitat zwischen den Gruppen (p=0,04) auf. Der Levene-Test deutete auf eine
homogene Verteilung der Gruppenvarianzen hin (p=0,584); aus diesem Grund wurden die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche mit dem Tukey-HSD-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte
Zahnschmelz eine signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat als Palapress vario.
Zwischen den Materialien Zahnschmelz und Sinfony sowie zwischen Palapress vario und
Sinfony gab es keine signifikanten Unterschiede. Dies weist darauf hin, dass die relative
Fluoreszenzintensitit bei dem Material Zahnschmelz signifikant hoher ist als bei Palapress

vario®®,

Abbildung 21: Versuch unter dynamischen Bedingungen mit dem Farbstoff Cytox Violet®
ohne vorherige Pellikelbildung, relative Fluoreszenzintensitat in Abhédngigkeit von dem

Material
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3%%/gl.: Material und Methoden S. 47ff.
310/gl.: Abb. 21 S. 76 und Tabelle 31 S. 77.
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Tabelle 31: statistische Auswertung mit dem Tukey-HSD-Test (rot=signifikanter
Unterschied, schwarz=kein signifikanter Unterschied)

Verglichene Materialien FlieBkammer ohne Speichel und mit
Cytox Violet®

Palapress vario- Zahnschmelz 0,05

Palapress vario- Sinfony 0,679

Zahnschmelz- Sinfony 0,31

3.2 Analyse der Standardabweichungen

Auch bei den Hauptversuchen wurde zum einen die relative Hohe der Standardabweichungen
und zum anderen die Abweichung prozentual zu den gemessenen relativen
Fluoreszenzintensitiaten eruiert. Die relativen Standardabweichungen waren bei den
Versuchen unter dynamischen Bedingungen (Hauptversuche) bei Anwendung der Methoden
A und C mit und ohne vorherige Pellikelbildung &hnlicher als bei den semistatischen
Versuchen (Vorversuche). Sowohl bei den Versuchen mit als auch ohne vorherige
Pellikelbildung wurden fir die Prifkdérper aus Zahnschmelz und Sinfony bei Anwendung der
Methode A niedrigere relative Standardabweichungen gemessen als bei Anwendung der
Methode C, wahrend die relative Standardabweichung fiir die PrifkOper aus Palapress vario
bei Anwendung der Methode A etwas héher war als bei Anwendung der Methode C.3**

Betrachtet man die Abweichungen prozentual zu den gemessenen relativen
Fluoreszenzintensitaten, so wurden in den Versuchen ohne vorherige Pellikelbildung bei
Anwendung der Methode C fir die Prufkdper aus Sinfony und Palapress vario niedrigere
prozentuale Werte gemessen, wahrend fur den Prifkdper aus Zahnschmelz bei Anwendung
der Methode A die prozentualen Werte niedriger waren als bei Anwendung der Methode C.3'2
Bei den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung traten unter Anwendung der Methode C fur
die Materialien Zahnschmelz und Palapress vario die niedrigsten prozentualen
Abweichungen von der relativen Fluoreszenzintensitat auf, wahrend bei Anwendung der
Methode A die niedrigste prozentuale Standardabweichung fir die Prifkdper aus Sinfony

gemessen wurden. 33

31ly/gl. Tabelle 32 und 33 S. 78.
312y/gl.: Tabelle 32 S.78.
3B3v/gl.: Tabelle 33 S.78.

77



Tabelle 32: Standardabweichungen der Methoden A und C ohne vorherige Pellikelbildung:

relativ und prozentual im Vergleich

ohne Pellikelbildung | Methode A Methode C

relativ prozentual relativ prozentual
Zahnschmelz 800,0 91,4 3700,0 172,0
Palapress vario 1937,5 162,8 1900,0 52,8
Sinfony 875,0 140,0 1580,0 63,2

Tabelle 33: Standardabweichungen der Methoden A und C mit vorheriger Pellikelbildung:

relativ und prozentual im Vergleich

mit Pellikelbildung Methode A Methode C

relativ prozentual relativ prozentual
Zahnschmelz 1625,00 63,4 1720,0 63,2
Palapress vario 2562,5 53,9 1360,0 47,2
Sinfony 1187,5 76,0 1360,0 113,3

3.3. Analyse der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

Analog zu den Vorversuchen wurde auch hier jeweils der Prifkérper mit der héchsten und

niedrigsten relativen Fluoreszenzintensitat im Rasterelektronenmikroskop bei 1700-facher

und 3800-facher VergroRerung untersucht.

Da nicht alle Prifkdrper im Rasterelektronenmikroskop untersucht wurden, sondern jeweils
nur der mit der héchsten und niedrigsten relativen Fluoreszenzintensitét, ist ein Vergleich
dieser beiden Quantifizierungsmethoden schwierig. Die relativen Fluoreszenzintensitaten

wurden deshalb vereinfacht in hoch, mittel und niedrig eingeteilt. Dabei korrelieren bei allen

vier FlieBkammern mit den Werten der prozentual bedeckten Oberflache bei 1700-facher

VergroRerung fir die Prufkérper mit den erzielten Fluoreszenzintensitaten.®** Bei einer

VergrolRerung von 3800 konnten im Gegensatz zu den Bildern bei einer Vergrofierung von

1700 keine relevanten Beobachtungen gemacht werden.

$1%gl.: Tabelle 34 und 35 S. 79.
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Tabelle 34: FlieBRkammern mit Resazurin mit und ohne Pellikel: Werte der prozentual mit
Bakterien bedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur HoOhe der Fluoreszenzintensitéat bei

einer Vergrofierung von 1700

FlieRkammer mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 38,4 mittel
Zahnschmelz 77,3 hoch

Sinfony 29,3 niedrig
FlieRkammer ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 35,5 mittel
Zahnschmelz 56,2 hoch

Sinfony 19,6 niedrig

Tabelle 35: FlieRkammer mit Cytox Violet® mit und ohne Pellikel: Werte der prozentual mit
Bakterien bedeckten Oberflache (%)im Vergleich zur Hohe der Fluoreszenzintensitat bei

einer Vergrofierung von 1700

FlieRkammer mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 58,1 hoch
Zahnschmelz 49 mittel
Sinfony 33,2 niedrig
FlieBkammer ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 29,7 niedrig
Zahnschmelz 55,7 hoch

Sinfony 45,2 mittel

3,4. Analyse der Oberflachenrauigkeit

Auch in den Hauptversuchen wurden, um den Einfluss der Oberflachenrauhigkeit auf die
Pellikel- und Bakterienadhasion auszuschlie3en, 30 % der Prufkdrper aus Palapress vario und
Sinfony wurden zuféllig ausgewdahlt und mit einem profilometrischen RauigkeitsmeRgerat
jeweils an zwei marginalen und einer zentralen Stelle untersucht. Die Prifkdper aus
Rinderzahnschmelz wurden aufgrund dessen, dass Zahnschmelz nicht polierbar ist, nicht
untersucht. Alle Ergebnisse lagen unter der geforderten Rauigkeit von 0,08 um, bei der kein
Einfluss auf die Adhédsion von Bakterien und Speichelbestandteilen an den Prifkorper

besteht.31°

313\/gl.: Tabelle 36 S. 80.
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Tabelle 36: Ergebnisse der MelRwerte der Oberflachenrauigkeit:

MeBstelle 1in | MeBstelle 2 MeBstelle 3

Material gm in um in um

Palapress vario 1 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 2 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 3 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 4 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 5 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 6 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 7 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 8 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 9 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 10 0,04 0,04 0,04
Palapress vario 11 0,04 0,04 0,02
Palapress vario 12 0,04 0,04 0,04
Sinfony 1 0,04 0,04 0,04
Sinfony 2 0,04 0,04 0,04
Sinfony 3 0,04 0,04 0,04
Sinfony 4 0,04 0,04 0,04
Sinfony 5 0,04 0,04 0,04
Sinfony 6 0,04 0,04 0,04
Sinfony 7 0,04 0,04 0,02
Sinfony 8 0,04 0,04 0,04
Sinfony 9 0,04 0,04 0,04
Sinfony 10 0,04 0,04 0,04
Sinfony 11 0,04 0,04 0,04
Sinfony 12 0,04 0,04 0,04
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V. Diskussion
1. Diskussion der Methoden

1.1 Experimentelle Pellikelbildung

Die experimentelle Pellikelbildung beginnt schon wenige Sekunden, nachdem eine
Oberflache dem Speichel ausgesetzt wird.**® Sie kann prinzipiell in vitro und in vivo
stattfinden. Flr die Pellikelbildung in vivo werden die zu untersuchenden Proben entweder

mit Zement oder adhasiv an den Zahnen befestigt®’

oder an einer Miniplastschiene, die tber
die Zahne gezogen wird.*'® Jedoch werden die Proben bei diesen Verfahren bereits vor der
eigentlichen in vivo Pellikelbildung mit Mikroorganismen kontaminiert®*® und dadurch die
spateren Ergebnisse bereits bei der Pellikelbildung verfélscht. Die Arbeitsgruppe um Lie
konnte nach zweistundiger Pellikelbildung in situ Mikroorganismen im Pellikel
nachweisen.®® AuBerdem kann je nach Lokalisation im stomatognathen System die
Pellikelzusammensetzung und -dicke stark schwanken.*** So stellten Amaechi et al. fest, dass
das Pellikel an der lingualen Seite der unteren Frontzahne am dicksten (1,06 um) ist, wahrend
es an den palatinalen Flachen der oberen Frontzihne am diinnsten ist (0,3 pm).** Von
weiterem Interesse sind bei der Pellikelbildung in situ auch die Scherkrafte und
Selbstreinigungskréfte (z.B. durch Zungen- und Wangenbewegungen) und die Wirkung von
antibakteriellen Substanzen und Mechanismen wie etwa die Anwesenheit von
agglutinierenden Substanzen, die letztendlich auch zu einer unterschiedlichen Dicke des
Pellikels fuhren.*® AuRerdem ist die residuale Mundflora bei Versuchsbedingungen in situ je
nach Versuchsaufbau antimikrobiellen Wirkstoffen und Agentien, wie sie etwa in Zahnpasten
und Mundspullésungen zur Plaguekontrolle enthalten sind, ausgesetzt. Durch die Agentien
zur Plaquekontrolle werden bereits adhdrente Bakterien wieder entfernt und die erneute
Adhésion vermindert, wahrend durch antimikrobielle Substanzen die Bakterien abgetotet

werden und ihr Wachstum gehemmt wird.***

$1%\almann et al., 1992; Hannig, 1999.

317) je, 1975; Amaechi et al., 1999.

8annig, 1999.

319 j et al., 2004b.

320 j et al., 2004b.

%21Carlen, 1998.

22 A maechi et al., 1999.

%23 Amaechi et al., 1999; Hannig et al., 1999, Marsh et al., 2003.
$24Marsh et al., 2003.
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In den vorliegenden Untersuchungen wurde aus den oben genannten Griinden und der damit
verbundenen mangelnden Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit die Pellikelbildung in
vitro bevorzugt.

In der Literatur gibt es verschiedene Angaben Uber die Zeitspanne, die bendtigt wird, bis sich
ein Pellikel in vitro mit ausgeglichenen Adsorptions- und Desorptionsvorgangen ausgebildet
hat. Die Angaben reichen von 20 Minuten®® bis zu eineinhalb Stunden.*?® Die Arbeitsgruppe
um Pratt-Tepstra fand Unterschiede in der Anzahl der Bakterien auf einem in funf Minuten
gebildeten und einem in zwei Stunden gebildeten Pellikel in vitro.**’ Diese Unterschiede
begriinden sie damit, dass Streptococcus mutans (S. mutans) uberwiegend an hochmolekulare
Speichelbestandteile bindet,*® die sich erst in der spaten Phase des Pellikelwachstums
ausbilden.®*® Auch Oberleitner kam in einer Studie, in der er die absorbierten Proteine
zwischen dem Zeitpunkt 0 und 24 Stunden untersuchte, zu dem Ergebnis, dass eine
Inkubationszeit von zwei Stunden fur ein ausgewogenes Pellikel in vitro ausreichend ist und
das Pellikel ab diesem Zeitpunkt in seiner Dicke konstant bleibt.**® Deshalb wurde in dieser
Arbeit eine Pellikelbildungszeit von zwei Stunden gewdhlt. Diese garantiert zum einen die
Bildung eines ausgewogenen Pellikels und zum anderen optimale Adhdsionsbedingungen fir
S. mutans. Jedoch gewadhrleistet eine Pellikelbildung in vitro nicht, dass die tatsdchlichen
Umstande einer Pellikelbildung in vivo komplett nachgeahmt werden konnen.**' Daher
bevorzugt Hannig fur die genaue Erforschung der Prozesse, die bei der Pellikelbildung
vonstatten gehen, die Pellikelbildung in vivo.**?

Liegt der Schwerpunkt der Untersuchungen darin, dass die Versuchsbedingungen maoglichst
der Bakterienadhasion in vivo entsprechen, ist eine Pellikelbildung vor der
Bakterieninkubation sinnvoll. Werden potentiell toxische und hemmende Einflisse des
Probematerials untersucht, kann die Bakterienadhésion ohne vorherige Pellikelbildung
untersucht werden.®*® In der vorliegenden Arbeit wurden beide Verfahren angewandt, um
letztgenannten Aspekt zu berticksichtigen und um die Ergebnisse des Farbstoffes Cytox
Violet® unter einer groRtmoglichen Vielfalt an Versuchsbedingungen zu untersuchen. Die

%2>\/acca Smith et al., 2000.

3265Hnju et al., 1973; Kuboki et al., 1987.
2'pratt-Terpstra et al., 1990.

%28Gibbons et al., 1986.

2% uboki et al., 1987; Amaechi et al., 1999.
$300berleitner, 2008.

%lHanning et al., 2009.

%32ya0 et al., 2001; Hannig et al., 2009.
$3Hahnel, 2007.
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Proben wurden in den Versuchsreihen ohne Pellikelbildung anstatt mit Speichel oder der
Speichelersatzlosung nur mit PBS inkubiert.

Fur die Pellikelbildung wurde sowohl eine von Hahnel entwickelte Speichelersatzlésung als
auch humaner Speichel verwendet, wobei letzterer von einem Spender mit kariesfreiem und
parodontal gesundem Gebiss stammt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse weitgehend
zu gewahrleisten. Der Speichel wurde, um eine Kontamination der Versuchsaufbauten mit
weiteren, sich in der Mundhdhle befindlichen Bakterien zu vermeiden, filtriert. Die Filtration
stellt dabei nur eine von vielen Mdoglichkeiten dar, den Speichel von Mikroorganismen zu
befreien. Weitere in der Literatur beschriebene Methoden sind der Einsatz von sterilen
Detergenzien wie Wasserstoffperoxid oder Chlorhexidin, die Zentrifugation und
physikalische Methoden wie die Gamma- und UV-Bestrahlung. Die Zentrifugation und die
Behandlung des Speichels mit Wasserstoffperoxid fiilhren zwar zu einer Reduktion der
Mikroorganismen, aber nicht zu einer ausreichenden Keimabreicherung, womit das
Vorhandensein weiterer Bakterien nicht auszuschlieBen ist.*** Eine Zugabe von Chlorhexidin
eignete sich fir die vorliegende Untersuchung nicht, da es eine Oberflachenaktivitét besitzt,
die die Adhasion von Mikroorganismen inhibiert.>*® Der Nachteil der Filtration gegeniiber der
Gamma-Bestrahlung ist, dass der Proteingehalt des Speichels aufgrund der Undurchlassigkeit
der Filter bis zu 50 Prozent reduziert wird.**® Jedoch ist die Gamma-Bestrahlung sehr
zeitintensiv.*’

Die Speichelersatzlosung setzte sich aus Albumin, Muzin, Lysozym und a-Amylase
zusammen. Sie wurde in Anlehnung an die von Hahnel entwickelte Speichelersatzlosung
verwendet, welche auf den auch in diesen Untersuchungen verwendeten Streptococcus
mutans-Stamm abgestimmt worden ist.**® Dies ist sinnvoll, da Muzin MG 2, Lysozym und a-
Amylase als Rezeptoren fiir die Bindung von Mikroorganismen fungieren®* und somit eine
ausreichende Adhésion des S. mutans, der in vivo keine zentrale Rolle bei der initialen

Besiedlung der Plaque spielt,3*

ermoglichen. Um die realen Verhéltnisse zu simulieren,
wurden sowohl menschlicher Speichel als auch Speichelersatzlosung wahrend des
Versuchsablaufs auf einer Temperatur von 37°C, die der Korpertemperatur entspricht,

gehalten. Dies erfolgte in Anlehnung an weitere Studien, bei denen die Pellikelbildung bei

S4illiams et al., 1963; Sreenbny et al., 1995.
%%Goldberg et al., 1990.

*®Ruhl et al., 2011.

3N\illiams et al., 1963; Sreenbny et al., 1995.
*®Hahnel, 2007.

%9Douglas, 1994; Hannig, 2006; Hannig, 2007b.
#90rstavik et al., 1974.
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37°C stattfand.®*" Jedoch existieren auch Studien, bei denen das Pellikel bei
Raumtemperatur®*? oder bei 4°C gebildet wurde.**® Um sicherzustellen, dass es wahrend
langerer Inkubationszeiten nicht zur Sedimentation einzelner Bestandteile der Speichel- oder
Speichelersatzlosung kommt, wurden diese wahrend der Inkubation stdndig mit einem

Rihrfisch gerihrt bzw. mittels Thermoschuttelgerat geruttelt.

1.2 Auswahl des Streptococcus mutans

In den vorliegenden Untersuchungen wurde S. mutans als reprasentatives Bakterium flr die
Versuche ausgewahlt, da S. mutans nahezu in der gesamten bezahnten Bevoélkerung
vorkommt.*** S. mutans spielt nachgewiesenermaBen zusammen mit Streptococcus sobrinus
eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von Karies**® und zahlt mit einer Konzentration von
10° Zellen pro ml Speichel zu den haufigsten Keimen des orofazialen Systems.**®

S. mutans besitzt die Fahigkeit, an Speichelbestandteile zu binden®*’ und benétigt fiir seine
Wachstumsprozesse in vitro keine weiteren Mikroorganismen als Kofaktoren, da es die
Speichelbestandteile selbst fermentieren kann.3*® Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass S. mutans in vivo gar nicht an das Pellikel, sondern an andere bereits adh&rente
Mikroorganismen bindet,** da sich erst durch die Saureproduktion bereits adhérenter
Bakterien eine optimale Nische fur das Wachstum von S. mutans im stomatognathen System
bildet.**°

1.3 Experimentelle Bakterienadhasion

Die Adhasion von Mikroorganismen in vivo vollzieht sich in zwei Phasen: der initialen und
der spateren, sekundaren Bakterienadhasion. Je nachdem, welche Phase und welcher
Bakterienstamm  untersucht werden soll, werden daher unterschiedlich lange
Inkubationszeiten bendtigt. Wahrend fir die initiale Bakterienadhdsion ein Zeitraum von
wenigen Stunden ausreichend ist, muss fiir die Untersuchung der Plaquebildung und Reifung
des Biofilms mit einem Zeitraum von mehreren Tagen bis Wochen gerechnet werden. Da flr

die Untersuchung der zweiten, spateren Phase ein deutlicher Mehraufwand an Zeit und

#10rstavik et al., 1974; Satou et al., 1991.

¥2Carlen et al., 1998.

$3stinson et al., 1981.

$445anderink et al., 2004.

5 oesche et al., 1975, Sanderink et al., 2004.

8K awaschima et al., 2003.

*peros et al., 1986; Koga et al., 1990, Koop et al., 1990.
¥8De Jong et al., 1987.

¥*Douglas et al., 1984.
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apparativen Bedingungen bendtigt wird, wurde in der vorliegenden Untersuchung die initiale
Phase als Untersuchungsgegenstand gewahlt.

In vivo dauert es zwei bis vier Stunden, bis sich ein Pellikel mit adharenten Mikroorganismen
ausgebildet hat.*>* Daher muss man auch bei Versuchen in vitro von ahnlichen Zeitraumen
ausgehen. In friheren Studien lassen sich dazu verschiedene Daten finden, die diese Annahme

352 3 vier

bestatigen. Es werden hier Inkubationsdauern von einer Stunde,” zwel Stunden,*®
Stunden oder drei bis sechs Stunden genannt.*** Unter Beriicksichtigung dessen, dass fiir die
Pellikelbildung zwei Stunden ausreichend sind, wurde fiir die Adhésion der Mikroorganismen
ein Zeitraum von zweieinhalb Stunden gewahlt, womit den ca. vier Stunden, die bendtigt
werden, bis sich in vivo ein Pellikel mit adharenten Mikroorganismen gebildet hat,**°
weitgehend Rechnung getragen wird.

Eine langere Inkubationszeit ware moglich, wenn man der S. mutans-Suspension wéhrend der
Inkubationszeit eine Nahrldsung zufuhren wirde. Dies begriindet sich darin, dass im Laufe
der Zeit die N&hrsubstrate verbraucht werden und mehr Stoffwechselprodukte anfallen, was
letztendlich zu einem Wachstumsstopp der Kolonie in der stationdren Phase bis hin zum
Absterben der Kolonie in der Absterbephase, in der mehr Bakterien sterben als neu entstehen,
fiihrt.*** In manchen Studien wird S. mutans vom Beginn der Inkubationszeit eine Saccharose-
haltige Nahrlésung zugesetzt, >’ da S. mutans extrazellulare Polysaccharide bilden kann, die
wiederum eine wichtige Rolle bei den Adhdsions- und Aggregationsprozessen von S. mutans
spielen.®®

Eine weitere Moglichkeit ist die Zugabe einer zuckerhaltigen Losung zusammen mit dem
Enzym Glykosyltransferase, da dies auch in freier, ungebundener Form im Pellikel gefunden
wurde.®® Die Arbeitsgruppe um Shahal hat das Enzym aus Streptokokken gewonnen.
AnschlieBend wurde das Enzym gereinigt, und die Proben wurden nach bereits erfolgter
Pellikelbildung mit dem Enzym eine Stunde lang inkubiert, womit die Bildung von

extrazellularen Polysacchariden induziert wurde.**

®IMontanaro et al., 2004.
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Da die Glykosyltransferase B durch Lysozym und Albumin womdglich in ihrem Effekt
verstarkt wird®*' und dieser Effekt nicht kalkulierbar ist, wurde in dieser Arbeit auf eine
Zugabe des Enzyms verzichtet. Aus dem gleichen Grund wurde in der vorliegenden Studie
auch keine saccharosehaltige Nahrlosung zugegeben. Zudem sind Glucane zwar wichtig flr
die Adhasion von S. mutans, jedoch sind diese VVorgénge eher in der zweiten Phase der
bakteriellen Adhé&sion von Bedeutung und nicht in der in dieser Studie untersuchten initialen
Bakterienadhasion. %

Da es auch bei der Bakterieninkubation zur Sedimentation der Bakterien kommt, wurde die
Bakterienlosung wahrend der Inkubationszeit auf 37°C gehalten und stdndig gertihrt oder
geriittelt. AuRerdem wurde die Bakteriensuspension vor der Inkubation auf ihre optische
Dichte untersucht, welche bei einer Wellenlange von 500 nm 0,3 betragen sollte, um sicher zu
gehen, dass in jedem Versuch eine ungefahr analoge Bakterienzahl verwendet wurde und die
Ergebnisse somit reproduzierbar sind. Eine optische Dichte von 0,3 entspricht einer Anzahl

|363

von S. mutans von 3,65x10° Zellen/mI*®® und liegt somit im Bereich der im stomatognathen

System vorkommenden Bakterienzahl von 10° -10° pro ml Speichel.**

1.4. Versuchsaufbau

Prinzipiell kbnnen Versuche in vitro unter statischen, semistatischen oder hydrodynamischen
Bedingungen durchgefiihrt werden. Bereits hinsichtlich der Definition der Begriffe
semistatisch und statisch gibt es Differenzen in der Literatur. Jedoch bezeichnen die meisten
Autoren ein System als semistatisch, das ununterbrochen durch Rutteln oder Rotieren in
Bewegung ist, wahrend ein statisches System sich tberhaupt nicht in Bewegung befindet.*®
In der Literatur beschriebene Versuche fanden meist unter statischen oder semistatischen
Bedingungen statt,*®® jedoch kénnen diese Methoden nicht die in der Mundhohle auftretenden
hydrodynamischen Verhéltnisse, unter denen die Pellikelbildung in vivo stattfindet, sowie die
Zungen- und Lippenbewegungen und Scherkrafte nachahmen.®®’ Die statischen und
semistatischen Methoden bieten jedoch den Vorteil, dass sie wesentlich weniger zeitintensiv
sind und wurden daher in dieser Arbeit neben und vergleichend zur hydrodynamischen

Methode eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde die semistatische Methode gewabhlt,

%1Kho et al., 2005.

%2Rosan et al., 2000.

%35atou et al., 1988.

%4Marsh et al., 2003.

%50rstavik et al., 1974; Sardin et al., 2004.

%63atou et al. 1991; Montanaro et al., 2004; Imazato et al., 2006.
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weil mit ihr im Gegensatz zur statischen Methode zumindest in gewissem Mal die Simulation
von Scherkraften moglich ist, wenn auch der dynamische Speichelfluss nicht studiert werden
kann. Hierfir wurden die Proben in Wellplatten eingebracht und in einer
Feuchtigkeitskammer eingeschlossen (um das Verdunsten der verwendeten Suspensionen zu
vermeiden) und entsprechend der Inkubationszeit des Speichels und der Bakterienlésung in
einem Schdittelgerat mit 53 Schuttelbewegungen pro Minute geschiittelt.

FlieRkammersysteme haben sich mittlerweile als gangiges Versuchssystem etabliert, das die
dynamischen Bedingungen, die in der Mundhéhle vorherrschen, simulieren kann.*®® Zwischen
den einzelnen in der Literatur beschriebenen Systemen variiert jedoch der Versuchsaufbau
erheblich. Jedes dieser Systeme kann den konstanten Speichelfluss und die auftretenden
Scherkrafte simulieren. Sowohl der konstante Speichelfluss als auch die auftretenden
Scherkrafte wirken sich proportional auf die Adhéasion von Bakterien aus.*®® In der
vorliegenden Studie wurde die von Muhlfriedel entwickelte FlieBkammer eingesetzt. Beim
Aufbau einer FlieBkammer ist es wichtig, dass analog zu den Verhéltnissen in der Mundhohle
eine laminare und keine turbulente Stromung erzeugt wird.>”® Des Weiteren ist die Kontrolle
der Abscherkrafte®™ und der Reynoldzahl®> im Gegensatz zu semistatischen
Versuchsaufbauten moglich. Nur so sind reproduzierbare Versuchsbedingungen moglich, die
sich den Bedingungen in vivo ann&hern. Daher entwickelte Mihlfriedel eine FlieRkammer mit
laminarem Strémungsprofil bei einer Speichelflielgeschwindigkeit von 1,875 ml/min. Die
genaue Einhaltung dieser Stromungsgeschwindigkeit ist fiir eine gleichmaRige
Bakterienadhasion auf den Proben unabdingbar, was Muhlfriedel anhand der Untersuchung
der Proben im REM feststellen konnte.*”® Aus diesen Griinden wurde auch in der
vorliegenden Arbeit eine Stromungsgeschwindigkeit von 1,875 ml pro Minute beibehalten.
Mikroorganismen haften nur solange an einer Oberflache, bis die Abscherkréfte die
Adhasionskréfte ibersteigen. Die Arbeitsgruppe um Christersson stellte dabei fest, dass eine
Steigerung der FlieRrate um das 30-fache eine Reduktion der anhaftenden Bakterienzahl von
70-80% mit sich bringt.*"* Einzelne Bakterien, die sich in Unebenheiten der Priifkoper

anhaften, sind zudem geringeren Scherkraften als Bakterienaggregate ausgesetzt.>”

%%8pratt-Terpstra et al., 1989, Busscher et al., 1992, Eick et al., 2004; Rosentritt et al., 2008.
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Unterstlitzend hierzu wurde beobachtet, dass die Abscherkrafte bei Partikeln, die einen
Durchmesser von groRer einem Mikrometer aufweisen, iiberproportional ansteigen.*"®

Die Verwendung einer FlieRkammer bietet insbesondere dann einen Vorteil gegeniber
semistatischen Versuchsaufbauten, wenn Versuchsabléufe langer als 24 Stunden dauern. Die
Arbeitsgruppe um Eick hat festgestellt, dass nach 8 Stunden die Mikroorganismen nicht mehr
genugend Né&hrstoffe haben und die toxischen Stoffwechselprodukte sie schadigen, womit die
Anzahl der lebenden Bakterien abnimmt.>”” Daher entwickelte sie, um einen Abtransport der
Noxen zu gewadrleisten, in einem zweiten Versuchsaufbau ein FlieRkammersystem, bei dem
sie nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden einen hohen Prozentsatz an lebenden
Mikroorganismen gefunden hat.®

FlieRkammern sind sehr sensible Systeme, die sehr stéranféllig sind. Unter anderem
verursacht zum Beispiel die Luft, die durch das Abpumpen der Lésung zwischen einem
Medienwechsel entsteht, das Ablésen von bereits auf den Proben adharenten Bakterien.*”
Diese Tatsache wurde von der Arbeitsgruppe um Busscher genauer untersucht. In ihrem
Versuchsaufbau wurde zundchst eine Pellikelbildung auf den Proben initiiert, dann die
Bakterienldsung inkubiert und danach die adhdrenten Mikroorganismen quantifiziert. Im
Anschluss wurden die Proben mit PBS gespult, das abgesaugt wurde und die adhéarenten
Mikroorganismen ein zweites Mal quantifiziert. Sie fanden nach der zweiten Quantifizierung
50 % weniger Bakterien als bei der ersten®*°. Demzufolge kann der Lufteinstrom wahrend des
Medienwechsels zur Verfalschung der Ergebnisse fiihren, da sich die Bakterienanzahl
dadurch vermindert. Trotzdem ist ein Medienwechsel ohne das komplette Abpumpen des
Mediums nicht moglich, wenn die Medien nicht vermischt werden sollen; daher war der
potentiell verfalschende Lufteinstrom in dieser Arbeit unumganglich. Obwohl dies ein
grundlegendes Problem der FlieBkammersysteme darstellt, spielt es fiir einen vergleichenden

Ansatz, wie er in der vorliegenden Arbeit angestrebt wird, keine entscheidende Rolle.

1.5 Quantifizierungsmethoden von Mikroorganismen in  Versuchsaufbauten  zur
Biofilmbildung
Zur Quantifizierung von Mikroorganismen auf verschiedenen Probematerialien stehen

vielfaltige Methoden zur Verfligung. Diese sollten Kriterien wie eine einfache Handhabung,

76 ju, 2011.
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geringen finanziellen Aufwand und eine ausreichende Genauigkeit erfullen. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit lag darin, den Fluoreszenzfarbstoff Resazurin mit dem neueren
Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® zu vergleichen.

Prinzipiell stehen zur Quantifizierung von Mikroorganismen indirekte und direkte Methoden
zur Verfilgung,®® Letztere erlauben eine visuelle Kontrolle der Bakterien.*® Zu den
indirekten Verfahren zahlen beispielsweise die Bakterienkultivierung auf Agar-Platten, die
Szintillationsmethode und diverse Fluoreszenzmarker.*®® Zu den direkten Methoden gehoren
die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), die Rasterelektronenmikroskopie (REM),
die Atomkraftmikroskopie (AMF) und die Epifluoreszenzmikroskopie.

Der Vorteil der traditionellen Bakterienkultivierung auf Agar-Platten besteht darin, dass nur
lebende Bakterien erfasst werden. Dies soll zwar auch mit den Fluoreszenzfarbstoffen erreicht
werden, da diese urspringlich fur Viabilitatsuntersuchungen eingesetzt wurden, allerdings
konnen bei der Resazurin-Reduktionsmethode auch schon bereits abgestorbene Bakterien
aufgrund der langen Halbwertszeit des Resazurin noch ein Fluoreszenzsignal abgeben.*®* Ein
wesentliches Problem der Bakterienkultivierung ist auBerdem, dass nicht alle Bakterien
kultivierbar sind, dies ist bei S. mutans jedoch nicht der Fall.*®*® Die Bakterien werden dabei
zumeist durch Ultraschall abgel6st, auf Agar-Platten aufgebracht und inkubiert. Nach einer
weiteren Proliferationsperiode konnen sie dann anhand der Zahl der koloniebildenden
Einheiten quantifiziert werden.®® Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die mittels
Ultraschall abgeldsten Bakterien in Ldsung zu bringen und diese dann kolorimetrisch zu
quantifizieren. Der Grad des kolorimetrischen Signals korreliert dabei mit den in der Ldsung

enthaltenen Mikroorganismen.®®’

Medlhammer attestiert dieser Methode aber eine zu geringe
Sensibilitat.3®® Zudem ist sie im Vergleich zu Fluoreszenzfarbstoffen sehr zeit- und
arbeitsintensiv. Des Weiteren lassen sich desorbierte Biofilme mit dieser Methode nur schwer
quantifizieren und auch das Ablésen des Pellikels ist schwierig, da dies zumeist nicht
gesamtheitlich zu bewerkstelligen ist und somit nicht alle Bakterien erfasst werden.®* Aus
den genannten Grinden kam die Bakterienkultivierung als Quantifizierungsmethode nicht in

Frage.
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Die Szintillationsmethode wird in der Literatur relativ haufig beschrieben. Dabei werden die
Mikroorganismen zundchst radioaktiv markiert und anschlieBend im Szintillationsgeréat
quantifiziert.>® Diese Methode ist zwar ein sehr sensitives ,,high-through output“-Verfahren,
jedoch birgt sie auch Nachteile wie das Anfallen von radioaktiven Materialien und deren
Abfallprodukten. Die Methode setzt daher den Einsatz eines speziellen Instrumentariums
voraus und ist aufgrund der radioaktiven Substanzen mit einem hohen technischen und
finanziellen Aufwand verbunden und damit speziellen Laboratorien vorbehalten.**

Eine weitere, fur die Untersuchung von Biofilmen geeignete Methode, ist die
Bakteriengewichtsbestimmung mittels Analyse des Nassgewichts der Plaque.**? Ein Nachteil
dieser Methode ist, dass Mindestmengen erforderlich sind und somit die Adhé&sion der
Mikroorganismen in der initialen Phase kaum nachvollzogen werden kann.>*® Diese
Problematik lasst sich auch bei der Szintillationsmethode und der Kultivierung von
Mikroorganismen auf Agar-Platten feststellen.**

Diverse Mikroskopiertechniken wie die Rasterelektronenmikroskopie (REM), die
Atomkraftmikroskopie (AMF), die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und andere
stellen eine weitere Gruppe von mdoglichen Methoden dar. Der gemeinsame Vorteil dieser
direkten Methoden ist, dass die Adhasion der Mikroorganismen visuell kontrolliert wird.

Der Nachteil der Rasterelektronenmikroskopie ist die aufwandige Fixierungstechnik; zudem
konnen bei dieser Technik lebende nicht von toten Bakterien unterschieden werden, da alle
Bakterien durch den Fixierungsvorgang absterben. Um die Ergebnisse optisch zu
kontrollieren, wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils die Prifképer mit der héchsten und
niedrigsten relativen Fluoreszenzintensitat einer Versuchsreihe im REM analysiert. Die
Transmissionselektronenmikroskopie ist eine Methode, die es erlaubt, sehr diinne Schichten

5

des Biofilms zu untersuchen.**® Die TEM eignet sich vor allem fur detaillierte

Untersuchungen (Schichtstarken unter 0,1 nm3®

) von Bakterien und ihrer umgebenden
Matrix oder fir Untersuchungen am Pellikel. Nachteilig an der TEM ist, dass die TEM-Bilder
nur einen kleinen Ausschnitt des untersuchten Materials anzeigen.®®” AuBerdem sind

geeignete Schnitte von Kompositen mit einem Fillergehalt von bis zu 80% aufgrund des
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weichen Materials nur sehr schwierig zu erhalten.®® Uberdies ist die Methode &uBerst
komplex und zeitintensiv.**® Sowohl die REM als auch die TEM sind aufgrund dessen, dass
jeweils nur kleine Ausschnitte der Prifkoper analysiert werden kénnen, nicht ideal fir die
Quantifizierung von Mikroorganismen geeignet.

Mit der Atomkraftmikroskopie kénnen Membrankomponenten und lebende Zellen direkt im
Puffer oder auf einer Probe untersucht werden.*® Diese Methode hat den groRen Vorteil, dass
fur die Untersuchung der Proben kein Vakuum benétigt wird.*® Durch Zugabe von
antimikrobiellen Agentien kénnen auBerdem strukturelle VVeranderungen und dariiber hinaus
auch Zell-Zell-Interaktionen in Echtzeit beobachtet werden.*®* Der enorme Arbeits- und
Zeitaufwand dieser Methode wurde jedoch fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit als nicht
praktikabel erachtet.

Letztendlich liegen die Hauptvorteile der Quantifizierung von Mikroorganismen mittels
Fluoreszenzfarbstoffen in der einfachen und zeitsparenden Handhabung und der
ausreichenden Prazision.*% Prinzipiell ist es moglich, mittels Fluoreszenzfarbstoffen Matrix-,
Biofilm-Biomassen- und Vitalitatsuntersuchungen durchzufihren. In der vorliegenden Arbeit
wurden die beiden Vitalitatsassays mit Resazurin und Cytox Violet® vergleichend eingesetzt.
Resazurin wurde zudem auf seine Anwendungsart untersucht, in dem es einmal zusammen
mit den Mikroorganismen und einmal erst nach stattgefundener Bakterieninkubation
zugegeben wurde. Bei der Resazurin-Reduktionsmethode wird der blaue, nicht
fluoreszierende Farbstoff Resazurin von lebenden Zellen zu dem fluoreszierenden Produkt
Resorufin reduziert.*** Dabei besteht eine enge Korrelation zwischen der Zellzahl und der

405

relativen  Fluoreszenzintensitat. Prinzipiell kann Resorufin  kolorimetrisch und

fluorometrisch gemessen werden. In dieser Arbeit wurde die laut O"Brien et al. sensitivere

fluorometrische Methode angewandt.*®

Jedoch kann insbesondere nach langen
Inkubationszeiten durch die metabolische Aktivitat der Mikroorganismen Resorufin weiter zu
dem nicht fluoreszierenden Hydroresorufin reduziert werden; dies bedeutet, dass diese Zellen
nicht mehr als metabolisch aktive Zellen erfasst werden. Aullerdem kdnnen auch bereits

abgestorbene Zellen, die zuvor Resazurin zu Resorufin reduziert haben, immer noch

$%Goldbergs et al., 1990.
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fluoreszieren.*®” Diese beiden Fakten kénnen daher vor allem nach langeren Inkubationszeiten
die Prazision der konventionellen Resazurin-Reduktionsmethode, wie sie derzeit im
biologischen Labor der Poliklinik fur zahnarztliche Prothetik der Universitdt Regensburg
angewendet wird, herabsetzen. Ein weiteres Problem ist, dass die Prufkdrper nach der
Farbstoffinkubation mit PBS gespilt werden, um zu vermeiden, dass bei der spateren
Quantifizierung auch lose Bakterien mitgez&hlt werden. Jedoch kann eben dieser
Waschvorgang auch zum Ablésen von lockeren adhérenten Bakterien fihren und somit die
Ergebnisse verfédlschen. Allerdings tritt dieses Problem auch bei nahezu allen genannten
Farbemethoden auf. Um diese nicht erwiinschte Bakterienablosung zu reduzieren, wurde eine
speziell fiir den Waschvorgang konzipierte Vorrichtung verwendet, die gewahrleistet, dass die
Spulflussigkeit stets in einem Winkel von 45 Grad im Randbereich des Prifkopers auftrifft
und somit geringe Abscherkrafte entstehen.

Ein neuerer fluoreszierender Farbstoff, der ahnlich wie die Resazurin-Reduktionsmethode im
biologischen Labor der Poliklinik fur zahnérztliche Prothetik der Universitdt Regensburg
angewendet wird, ist Cytox Violet®. Die Farbstoffkombination misst gemal Herstellerangabe
die Aktivitat der zellularen Dehydrogenase und erfasst sowohl adhérente als auch die sich in
Losung befindenden Zellen. Dabei ist die Anderung in der Fluoreszenzintensitat durch die
Aktivitat der zellularen Dehydrogenase direkt proportional zur Zellviabilitat. Der Farbstoff
wurde im Gegensatz zur konventionellen Resazurin-Reduktionsmethode jedoch nicht der
Bakteriensuspension zugegeben, sondern erst, nachdem die bakterielle Adhésion bereits
erfolgt ist, flr einen Zeitraum von zweieinhalb Stunden mit den am Prufkorper adharenten
Bakterien inkubiert. Der Uberstand wird nach dieser Zeit abpipettiert und nur die relative
Fluoreszenzintensitat des Uberstandes gemessen. Bei der konventionellen Resazurin-
Reduktionsmethode muss hingegen vor dem eigentlichen Versuchsbeginn die
Eigenfluoreszenz der Prifkorper gemessen werden und diese in der spateren Auswertung
aufwéndig wieder von den zweiten Messwerten abgezogen werden. Allerdings wurde in den
semistatischen Versuchen das Resazurin, zusétzlich zur konventionellen Resazurin-
Reduktionsmethode, anlaog dem Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® angewendet. Beide
Methoden, bei denen der Uberstand quantifiziert wurde, versprechen somit die in der

Eigenfluoreszenz der Prifkorper begriindete Fehlerquelle auszuschalten.

470 Brien et al., 2000.
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2. Diskussion der Ergebnisse

2.1 Wahl der Fluoreszenzfarbstoffkonzentration

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden fiur die drei verschiedenen
Quantifizierungsmethoden (Methode A, B und C) in semistatischen Versuchsaufbauten die
Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen festgelegt. Bei der konventionellen Resazurin-
Reduktionsmethode (Methode A) wurden die Konzentrationen 7,5 ul, 15 pl und 30 ul pro ml
Bakterienlosung zweieinhalb Stunden mit ,,S. mutans“ inkubiert, um den Einfluss der
Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen auf die relative Fluoreszenzintensitat zu untersuchen. Es
wurden fur alle drei Methoden die Probematerialien Glas, Palapress vario und Polyethylen

verwendet.*%

Wahrend bei den Prufkorpern aus Polyethylen und Glas die niedrigsten
relativen Fluoreszenzintensitaten fur die Konzentration 15 pl pro ml Bakterienlésung
gemessen wurden, wurde fir den Prifkorper aus Palapress vario bei der Konzentration 15 pl
pro ml Bakterienldsung eine mittlere relative Fluoreszenzintensitit gemessen.*®® Nach der
statistischen Auswertung lieBen die Ergebnisse auf keinen signifikanten Einfluss der drei
Farbstoffkonzentrationen auf die relative Fluoreszenzintensitét schlieBen. Daher wurde fur die
weiteren Versuche die mittlere Konzentration von 15 pl pro ml Bakterienlésung gewahlt.*

Im zweiten Versuch (Methode B) wurde auch Resazurin als Fluoreszenzfarbstoff verwendet,
jedoch wurde zundchst die S. mutans-Losung fiir zwei Stunden inkubiert und erst nach
erfolgter Bakterienadhasion Resazurin fir zweieinhalb Stunden mit 1 ml PBS inkubiert.*!
Fur die weiteren Versuche wurde die Konzentration 15 pl pro ml PBS ausgewahlt, da die
hohere Konzentration von 30 pl pro ml PBS bei den Prufkorpern aus Palapress vario und
Polyethylen keine signifikante Steigerung der relativen Fluoreszenzintensitat mehr
bewirkte.**? Der Versuchsaufbau erfolgte in Anlehnung an die Forderung von O Brien et al.,
dass Resazurin erst nach der kompletten Inkubationszeit der Bakterienldsung inkubiert
werden soll. Dem liegt zu Grunde, dass zu hohe Fluoreszenzintensitaten durch die lange
Halbwertszeit von Resazurin entstehen, indem Bakterien noch fluoreszieren, die bereits
abgestorben sind*"® und dadurch die Ergebnisse verfalschen konnen. AuBerdem kann durch

diesen Versuchsaufbau die Umwandlung von Resazurin in das nicht fluoreszierende Produkt

“%\/gl. Material und Methoden S. 38ff.

“%\/g.: Tabelle 37 und 38 S.95 und Tabelle 39 S. 96.
#0/gl.. Ergebnisse S. 51ff.

“y/gl. Material und Methoden S. 38ff.

*2y/gl. Ergebnisse S. 53ff.

“130"Brien et al., 2000.
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Hydroresorufin vermieden werden.** Die von O’Brien vermuteten zu hohen relativen
Fluoreszenzwerte durch Methode A konnen nicht bestatigt werden, da bei Methode B die
relativen Fluoreszenzintensitaten generell starker waren als bei Methode A.*® Nicht
vollstandig ausgeschlossen werden kann hingegen, dass die Umwandlung von Resazurin in
Hydroresorufin bereits nach einer Inkubationszeit von einer Stunde stattfindet,*® da bei
Methode A generell wesentlich niedrigere Fluoreszenzintensitaten als bei Methode B
gemessen wurden. Bei Methode B konnte jedoch im Gegensatz zu Methode A ein
signifikanter Einfluss der Konzentrationen, je nach verwendetem Material, auf die relativen
Fluoreszenzintensitaten festgestellt werden. So war fur den Prufkorper aus Polyethylen die
relative Fluoreszenzintensitét fur die Konzentration 7,5 pul pro ml PBS signifikant niedriger,
fur den Prufkorper aus Palapress vario war die relative Fluoreszenzintensitat bei der
Konzentration 15 pl pro ml PBS signifikant hoher und fir den Prufkdper aus Glas war die
Konzentration von 7,5 pl pro ml PBS signifikant hoher.*” Auch ist es unwahrscheinlich, dass
das Resazurin unterschiedlich metabolisiert wird, da derselbe Bakterienstamm verwendet
wurde. Nicht auszuschlieRen ist allerdings, dass sich die Bakterien bei Methode B wahrend
der Inkubationszeit des Fluoreszenzfarbstoffes von zweieinhalb Stunden weiter vermehren
und somit stérkere relative Fluoreszenzintensititen erzeugt werden.

Bei dem Versuch nach Methode C wurde analog zu Methode B verfahren. Jedoch wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® in den Konzentrationen 10 pl, 20 pl und 40 ul pro 200 pl
PBS hinzugegeben und die relative Fluoreszenzintensitdt gemessen. Flr die weiteren
Versuche wurde die Konzentration von 20 pl pro 200 pl PBS ausgesucht, da es bei der
Konzentration von 40 pl pro 200 pl PBS bei den Polyethylenproben wieder zur Abnahme der
relativen Fluoreszenzintensitat kam.*® Die gemessenen relativen Fluoreszenzintensitaten
waren bei Methode C im Vergleich zu Methode B und A am hdchsten. Auch bei Methode C
wurde wie bei Methode B ein signifikanter Einfluss der Konzentrationen je nach
verwendetem Material festgestellt. Bei dem Prifkoéper aus Palapress vario war die relative
Fluoreszenzintensitat fir die Konzentration 40 pl pro 200 pl PBS am hochsten. Fir die
Prufkorper aus Glas und Polyethylen waren bei allen Konzentrationen die Unterschiede
signifikant. Dabei war die relative Fluoreszenzintensitat bei dem Material Glas fir die

Konzentration 40 pl pro 200 pl PBS am héchsten, wahrend bei dem Material Polyethylen die

““0"Brien et al., 2000.

“5\/gl.: Ergebnisse S. 51ff.

“1%0"Brien et al., 2000.

“7\/gl.: Tabelle 37 und 38 S. 95 und Tabelle 39 S. 96.
“8\/gl. Ergebnisse S. 55f.
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relative Fluoreszenzintensitat fur die Konzentration 20 pl pro 200 pl PBS am héchsten
war.*® Es ist durchaus méglich, dass der Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® durch S. mutans
anders metabolisiert wird als Resazurin, da zumindest bei Methode B die Inkubationszeiten
flr die Bakterienldsung und den Fluoreszenzfarbstoff gleich lang waren. Allerdings kann bei
Cytox Violet® auch eine Interaktion des Fluoreszenzfarbstoffes mit dem Substrat in Frage
kommen, da in diese Versuchsreihe keine Farbstoffkontrollen eingefiihrt wurden. Die
relativen Fluoreszenzintensitdten bei Anwendung der Methoden A und C zeigten je nach
verwendeter Farbstoffkonzentration bei den Prifkérpern aus Glas und Palapress vario die
gleichen Tendenzen, wéhrend sich bei den Prufkérpern aus Polyethylen die Trends unter
Anwendung der Methode B und C entsprachen.’® Jedoch zeigen diese Trends eine

unterschiedliche Signifikanz, womit die drei Methoden unterschiedlich prézise sind.

Tabelle 37: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitaten bei den Prifkorpern aus Palapress
vario in Abhéngigkeit der verwendeten Methoden A, B und C und den verwendeten

Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen (S=signifikanter Unterschied):

Palapress mittlere niedrige
vario Hohe Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

30 pl pro ml 15 pl pro ml 7,5 ul pro ml
Methode A Bakterienldsung Bakterienldsung Bakterienldésung
Methode B 15 pl pro ml PBS (S) 30 pl pro ml PBS 7,5 ul pro ml PBS
Methode C 40 pl pro 200 pl PBS (S) 20 pl pro 200 pl PBS 10 pl pro 200 pl PBS

Tabelle 38: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitdten bei den Prifkérpern aus Polyethylen
in Abhéangigkeit der verwendeten Methoden A, B und C und den verwendeten

Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen (S=signifikanter Unterschied):

mittlere niedrige
Polyethylen |hohe Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
30 pl pro ml 7,5 ul pro ml 15 pl pro ml
Methode A Bakterienldsung Bakterienlésung Bakterienlésung
Methode B 15 pl pro ml PBS (S) 30 pl pro ml PBS 7,5 pl pro ml PBS (S)
Methode C 20 pl pro 200 pl PBS (S)| 40 pl pro 200 ul PBS (S) | 10 pl pro 200 ul PBS (S)

“%/gl.: Tabelle 37 und 38 S. 95 und Tabelle 39 S. 96.
20\/gl.: Tabelle 40 S. 96 und Tabelle 41 und 42 S. 97.
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Tabelle 39: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitdten bei den Prifkorpern aus Glas in
Abhéngigkeit der verwendeten Methoden A, B und C und den verwendeten

Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen (S=signifikanter Unterschied):

mittlere niedrige
Glas hohe Fluoreszenzintensitdt | Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
30 pl pro ml 7,5 pl pro ml 15 pl pro ml
Methode A Bakterienlésung Bakterienlésung Bakterienldésung
Methode B 7,5 ul pro ml PBS (S) 30 pl pro ml PBS 7,5 ul pro ml PBS
Methode C 40 pl pro 200 pl PBS (S) | 20 pl pro 200 pl PBS (S) | 10 pl pro 200 pl PBS (S)

Die Unterschiede der drei Versuchsreihen liegen in der jeweiligen Prézision der Methode.
Einen Hinweis auf diese liefern die Standardabweichungen. Diese sollten mdoglichst gering
sein, da fur alle zehn Prufkoper einer Methode die gleichen Bedingungen herrschten. Hohe
Standardabweichungen deuten daher auf eine mangelnde Prézision und Reproduzierbarkeit
der Methode hin. Es wurden einerseits die relativen Standardabweichungen und andererseits
die prozentuale Standardabweichung von der gemessenen relativen Fluoreszenzintensitét
ermittelt. Bei Anwendung der Methode A waren die relativen Standardabweichungen am
niedrigsten. Die relativen Standardabweichungen bei Anwendung der Methode B waren
wiederum wesentlich niedriger als die bei Anwendung der Methode C. Nicht bertcksichtigt
wurden die Standardabweichungen bei Anwendung der Methode C fiir den Prifkorpern aus
Polyethylen und der Fluoreszenzfarbstoffkonzentration 20 pul pro 200 ul PBS und die fiir den
Prifkoper aus Palapress vario und der Fluoreszenzfarbstoffkonzentration 40 pl pro 200 pl
PBS, da diese aufgrund des Erreichens der MeRgrenze des Plattenlesegerats gleich null

waren.*%

Tabelle 40: Standardabweichungen der Methode A: relative und prozentuale

Standardabweichung im Vergleich:

relative Standardabweichung

Methode A Standardabweichung in %

Polyethylen: Konzentration 7,5 pl 400,0 123,1
Polyethylen: Konzentration 15 pl 400,0 133,4
Polyethylen: Konzentration 30 pl 1050,0 155,6
Palapress: Konzentration7,5 pl 450,0 163,6
Palapress: Konzentration 15 pl 1000,0 181,8
Palapress: Konzentration30 pl 2135,0 170,8
Glas: Konzentration 7,5 pl 825,0 750,0
Glas: Konzentration 15 pl 820,0 82,0
Glas: Konzentration 30 yl 925,0 80,4

“2y/gl.: Tabelle 40 S. 96 und Tabelle 41 und 42 S. 97.
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Tabelle 41: Standardabweichungen der Methode B:

Standardabweichung im Vergleich:

relative

und prozentuale

relative Standardabweichung

Methode B Standardabweichung in %

Polyethylen: Konzentration 7,5 pl 5882,5 15,4
Polyethylen: Konzentration 15 pl 7059,0 16,4
Polyethylen: Konzentration 30 pl 2941,3 6,9
Palapress: Konzentration7,5 pl 4117,8 9,7
Palapress: Konzentration 15 l 4706,0 10,0
Palapress: Konzentration30 pl 2353,0 5,4
Glas: Konzentration 7,5 pl 5882,5 12,2
Glas: Konzentration 15 pl 1176,5 2,8
Glas: Konzentration 30 pl 1176,5 2,8
Tabelle 42: Standardabweichungen der Methode C: relative und prozentuale

Standardabweichung im Vergleich:

relative Standardabweichung

Methode C Standardabweichung in %

Polyethylen: Konzentration 10 pl 11857,4 66,8
Polyethylen: Konzentration 20 pl 0 0
Polyethylen: Konzentration 40 pl 25000,5 51,7
Palapress: Konzentration10 pl 6857,3 20
Palapress: Konzentration 20 l 25000,5 58,3
Palapress: Konzentration 40 pl 0 0
Glas: Konzentration 10 l 7857,3 30,5
Glas: Konzentration 20 pl 11000,2 25,2
Glas: Konzentration 40 pl 14286,0 22,7

Betrachtet man hingegen die prozentuale Standardabweichung so wurden bei Verwendung

der Methode B die niedrigsten Standardabweichungen festgestellt, gefolgt von denen bei

Anwendung der Methode C. Unter Anwendung der Methode A waren die prozentual

ermittelten Standardabweichungen zum Teil groRer als hundert Prozent der gemessenen

relativen Fluoreszenzintensitat und damit wesentlich hoher als die bei der Anwendung der

Methoden B und C.*?

Aufgrund der prozentualen Standardabweichungen wurden unter Anwendung der Methode B

die genauesten Ergebnisse erzielt. Methode C war bei dieser Versuchsreihe genauer als

Methode A.

#22\/gl.: Tabelle 40 S. 96 und Tabelle 41 und 42 S. 97.
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2.2 Adhésion von S. mutans mit und ohne Speichel in den semistatischen Versuchen im
Vergleich

Weiterhin wurden die Methoden A, B und C mit und ohne Pellikelbildung mit den
festgelegten Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen untersucht. Das Ziel bestand darin, den
Einfluss der Pellikelbildung auf die relative Fluoreszenzintensitat zu untersuchen und die
Ergebnisse der verschiedenen Farbstoffe und Methoden zu vergleichen.

In den semistatischen Versuchen wurden hierzu die Methoden A, B und C mit den
Materialien Polyethylen, Palapress vario und Glas untersucht.

In dieser Versuchsreihe konnten bei Methode A keine signifikanten Unterschiede in den
relativen Fluoreszenzintensitaten festgestellt werden, sowohl mit als auch ohne vorherige
Speichelinkubation.*”® Das heiRt, dass bei Methode A weder die Materialien noch die
Pellikelbildung einen erheblichen Einfluss auf die relative Fluoreszenzintensitat hatten.
Jedoch nahmen die relativen Fluoreszenzintensitaten nach Pellikelbildung fir die Prifkorper
aus Palapress vario zu und fir die Priifképer aus Glas ab.***

Bei Methode B traten sowohl mit als auch ohne vorherige Pellikelbildung signifikante
Unterschiede zwischen den Materialien auf. Wahrend ohne Pellikelbildung die relative
Fluoreszenzintensitat bei den Polyethylen- und Palapress vario-Priifkrpern signifikant hoher
war als bei den Prufkorpern aus Glas, war dieses mit vorheriger Pellikelbildung nur bei den
Polyethylenprufkdrpern  signifikant ~ hoher.  Tendenziell —~waren  die  relativen
Fluoreszenzintensitédten der verschiedenen Materialien mit und ohne vorherige Pellikelbildung
jedoch d&hnlich; die relativen Fluoreszenzintensitdten waren bei den Prufkérpern aus
Polyethylen am hochsten, gefolgt von denen aus Palapress vario und den Prufkorpern aus
Glas.*”® Es konnte bei Methode B somit ein signifikanter Einfluss des Materials und des
Pellikels auf die relative Fluoreszenzintensitat beobachtet werden. Da bei Methode A und B
der gleiche Fluoreszenzfarbstoff (Resazurin) und dieselben Materialien verwendet wurden,
sind die Unterschiede zwischen Methode A und B wahrscheinlich in der Prazision der
jeweiligen Methode begriindet.

Auch im zweiten Teil dieser Arbeit konnten die von O Brien vermuteten Veranderungen in
den relativen Fluoreszenzintensitdten durch den Zeitpunkt der Zugabe des Farbstoffes zur
Bakterienldsung nicht beobachtet werden.*? Die relativen Fluoreszenzintensitaten waren bei

Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes nach Bakterieninkubation generell hoher als bei Zugabe

#2%\/gl.: Ergebnisse S. 62f. und Tabelle 43 und Tabelle 44 S. 99.
“2%\/gl.: Tabelle 43 und Tabelle 44 S. 99.

2%\/gl.: Ergebnisse S. 64f. und Tabelle 43 und Tabelle 44 S. 99.
4280 Brien et al., 2000.

98



des Farbstoffes zur Bakterienlésung.*?” Jedoch konnte der Grund hierfiir wiederum in der
Reduktion von Resazurin zu Hydroresorufin liegen oder in den kirzeren Inkubationszeiten
bei Methode A, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich nach der bloRRen
Bakterieninkubation die Bakterien wahrend der Farbstoffinkubation weiter vermehren. Die
Methode B wurde in den spateren Versuchen unter dynamischen Bedingungen nicht weiter
verfolgt.

Methode C wies wie Methode A auf keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Materialien ohne Speichelinkubation hin, jedoch waren die Werte der relativen
Fluoreszenzintensitét fiir die Polyethylenproben mit vorheriger Speichelinkubation signifikant
hoher.*® Hier wurden wie bei Methode B fir die Polyethylenproben wesentlich hohere
relative Fluoreszenzintensitaten erzielt als fiir die Priifkorper aus Palapress vario und Glas.**°
Bei Methode C scheint die Pellikelbildung somit die relativen Fluoreszenzintensitaten zu

beeinflussen.

Tabelle 43: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitaten ohne vorherige Pellikelbildung in
Abhangigkeit der Methode und des Materials (S=signifikanter Unterschied):

ohne hohe mittlere niedrige
Pellikelbildung | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat
Methode A Glas Polyethylen Palapress vario
Methode B (S) Palapress vario (S) Glas

Methode C Glas Palapress vario

Tabelle 44: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitdten mit vorheriger Pellikelbildung in
Abhangigkeit der Methode und des Materials (S=signifikanter Unterschied):

mit hohe mittlere niedrige
Pellikelbildung | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat
Methode A Palapress vario Polyethylen Glas

Methode B (S) Palapress vario Glas

Methode C (S) Glas Palapress vario

Die Anwendung der Methode A stellte zum Zeitpunkt der Untersuchungen den Standard des
biologischen Labors der Poliklinik fir zahnérztliche Prothetik der Universitdt Regensburg
dar. Da bei allen drei Methoden dieselben Materialien verwendet wurden, sind die
Abweichungen, die die verschiedenen Methoden zeigten, der Prdzision der
Quantifizierungsmethode geschuldet. Je niedriger die Standardabweichung ist, desto préaziser

*2I\/gl. Ergebnisse S. 62ff.
28\/gl. Ergebnisse S. 65f. und Tabelle 43 und 44 S. 99.
2%\gl.: Tabelle 43 und Tabelle 44 S. 99.
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und reproduzierbarer sind die Ergebnisse. Bei diesen Versuchen wurden die relativen und die
Bei
Pellikelbildung traten bei Anwendung der Methode B fir die Prifkdper aus Polyethylen und

prozentualen Standardabweichungen ermittelt. den Versuchen ohne vorherige
Glas die niedrigsten relativen Standardabweichungen auf, bei Anwendung der Methode A
hingegen fur die Prufkoper aus Palapress vario. Unter Anwendung der Methode C wurden
die hochsten relativen Standardabweichungen fur alle Prifkdrper gemessen. Betrachtet man
allerdings die prozentuale Standardabweichung so war diese fir den Prifkorper aus
Polyethylen bei Anwendung der Methode C am niedrigsten. Unter Anwendung der Methode
B wurde die niedrigste prozentuale Standardabweichung bei den Prufkérpern aus Glas und
Bei

Standardabweichungen auf, die mehr als hundert Prozent von der gemessenen relativen

Palapress vario beobachtet. Anwendung der Methode A traten prozentuale
Fluoreszenzintensitat betrugen.”® Bei den Versuchen ohne vorherige Pellikelbildung ist
Methoden B Methode C

Standardabweichungen genauere Ergebnisse als Methode A, da bei dieser teilweise

am prazisesten. liefert trotz der hohen relativen

prozentuale Standardabweichungen von groRer als hundert Prozent gemessen wurden.

Tabelle 45: Standardabweichungen der Methoden A, B und C ohne vorherige

Pellikelbildung: prozentual und relativ im Vergleich:

ohne
Pellikelbildung | Methode A Methode B Methode C

relativ prozentual | relativ prozentual | relativ prozentual
Polyethylen 2285,7 160,0 1428,6 47,6 14571,2 26,8
Palapress vario 1428,6 200,0 4286,2 11,8| 14286,0 32,8
Glas 3714,3 173,3 2857,2 <1 10714,5 23,1

Tabelle 46: Standardabweichungen der Methoden A, B und C mit vorheriger Pellikelbildung:

prozentual und relativ im Vergleich:

mit
Pellikelbildung Methode A Methode B Methode C

relativ prozentual |relativ prozentual |relativ prozentual
Polyethylen 2000,0 166,7 2400,0 9,5/ 12000,0 47,6
Palapress vario 3600,0 225,0 9600,0 37,3 8000,0 47,6
Glas 800,0 83,3 3200,0 11,42 2400,0 85,7

*0\/gl.: Tabelle 45 S.100.
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Methode B ist auch bei der Vorversuchsreihe mit vorheriger Pellikelbildung am
genauesten.”*' Methode C ist trotz der héheren relativen Standardabweichungen préziser als
Methode A, da bei dieser prozentualen Standardabweichungen von mehr als hundert Prozent
auftraten. Aufgrund dessen, das Methode B und C genauere Ergebnisse liefern als Methode
A, ist ein statistisch signifikanter Einfluss des Materials oder des Pellikels wahrscheinlich.

432 als

Die Ergebnisse kdnnen sowohl in der Zusammensetzung des verwendeten Speichels,
auch im Material begrundet sein, da auf verschiedenen Materialien unterschiedliche Pellikel
gebildet werden konnen.**® Der Einfluss der Pellikelbildung auf die spatere Adhasion von
Bakterien ist bis dato noch nicht erschopfend untersucht. Da jedoch auch nach Pellikelbildung
einige Materialien starker besiedelt werden als andere, muss davon ausgegangen werden, dass
einige Oberflacheneigenschaften der Proben auch durch das Pellikel hindurch reichen und die
Aggregation von Mikroorganismen beeinflussen.***

Ein moglicher Grund, dass die relativen Fluoreszenzintensitdten und damit die Anzahl der
adhérenten Mikroorganismen bei Methode B und C nach Pellikelbildung ansteigen bzw.
abnehmen, liegt in den verénderten Oberflacheneigenschaften nach der Speichelinkubation,
die in der Literatur vielfaltig beschrieben wurden. Die Arbeitsgruppe um Sardin beobachtete
eine Korrelation zwischen den unpolaren Energiekomponenten der mit nattirlichem Speichel
unter semistatischen Bedingungen inkubierten Materialien und der Anzahl der adhdrenten
Bakterien.*® Jedoch wurden von dieser Arbeitsgruppe andere Materialien und
Mikroorganismen als in dieser Studie untersucht. Des Weiteren wurde eine detaillierte
Analyse der Oberfldcheneigenschaften in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt.

Eine weitere mogliche Begriindung fiir die verdnderten Adhé&sionswerte nach Pellikelbildung
sind Unterschiede in der Zahigkeit des Pellikels.**® Pellikel mit unterschiedlichen Zahigkeiten
haften unterschiedlich fest an einer Oberflache oder haben eine unterschiedlich schnelle
Erneuerungsrate.**” Speichelfilme werden daher auf Flachen mit niedriger Oberflachenenergie

8 womit der

nur lose angeheftet und konnen daher leichter desorbiert werden,*
Verschleierungseffekt des Pellikels aufgehoben ist. Es ist also mdglich, dass die auf den
Palapress vario-Proben gebildeten Pellikel, starker an dem Material haften als ein Pellikel auf

Glas und somit die relative Fluoreszenzintensitdt nach Pellikelbildung bei Methode C

*3ly/gl.: Tabelle 46 S.100.

*32Hahnel 2008b.

“3Norde, 1995; Schwender et al., 2005.
434Casimero et al., 2008.

“3gardin et al., 2004.

4385chwender et al., 2005.

“3'Baier et al., 1978.

“3Baier et al., 1978.
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signifikant verandert ist.

2.3 Adhasion von S. mutans mit und ohne Pellikelbildung in den Versuchen unter
dynamischen Bedingungen im Vergleich

Die Versuche unter dynamischen Bedingungen wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Resazurin und Cytox Violet® jeweils mit und ohne vorherige Pellikelbildung durchgefiihrt.**
Bei der Verwendung von Resazurin und Cytox Violet® wurde ohne vorherige Pellikelbildung
eine signifikant hohere relative Fluoreszenzintensitat bei Zahnschmelz gemessen.**® Hier hat
bei beiden Quantifizierungsmethoden die Beschaffenheit des Zahnschmelzes einen Einfluss
auf die relativen Fluoreszenzintensitaten und damit auf die Anzahl der adhé&renten
Mikroorganismen. Die Ergebnisse fur die Prifkdper aus Sinfony und Palapress vario waren
bei beiden Methoden nicht signifikant unterschiedlich. Somit wurden mit beiden Methoden

ahnliche Ergebnisse erzielt.

Tabelle 47: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitaten ohne vorherige Pellikelbildung in

Abhangigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes und der Materialien (S=signifikanter Unterschied):

ohne hohe mittlere niedrige
Pellikelbildung | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitat
Resazurin Zahnschmelz (S) Palapress vario Sinfony

Cytox Violet® | zahnschmelz (S) Sinfony Palapress vario

Eine Aussage Uber die Prazision der jeweiligen Methode l&sst sich durch die Betrachtung der
Standardabweichungen treffen. Dabei sprechen niedrige Standardabweichungen fiur die
Genauigkeit der Methode.

Die Standardabweichungen wurden sowohl relativ als auch prozentual ermittelt. Eruiert man
die relative Standardabweichung der Versuche unter dynamischen Bedingungen ohne
vorherige Pellikelbildung, so waren diese bei Anwendung der Methode A fiir die Prufkdper
aus Zahnschmelz und Sinfony niedriger als die bei Anwendung der Methode C. Unter
Anwendung der Methode C traten hingegen die niedrigsten relativen Standardabweichungen
bei den Prifkorpern aus Palapress vario auf. Die prozentual zur relativen
Fluoreszenzintensitat ermittelten Standardabweichungen waren bei Anwendung der Methode

C fur die Prifkoper aus Palapress vario und Sinfony niedriger als bei Anwendung der

*¥\/gl. Material und Methoden S. 45ff.
#0\/gl. Ergebnisse S. 72ff. und Tabelle 47 S. 102.
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Methode A.*** Obwohl die Standardabweichungen in den Hauptversuchen ohne vorherige
Pellikelbildung sich weniger stark in Abhangigkeit der angewandten Methode unterscheiden,

war dennoch Methode C etwas genauer als Methode A.

Tabelle 48: Standardabweichungen der Methoden A und C ohne vorherige Pellikelbildung:

relativ und prozentual im Vergleich:

ohne Pellikelbildung |Methode A Methode C

relativ prozentual relativ prozentual
Zahnschmelz 800,0 91,4 3700,0 172,0
Palapress vario 1937,5 162,8 1900,0 52,8
Sinfony 875,0 140,0 1580,0 63,2

In dem Versuchsaufbau mit Resazurin und vorheriger Pellikelbildung konnten keine
wesentlichen Unterschiede zu dem Versuchsaufbau ohne vorherige Pellikelbildung
festgestellt werden. Auch hier wurden die hdchsten relativen Fluoreszenzintensitaten fir
Zahnschmelz, gefolgt von Palapress vario und Sinfony erzielt. Wahrend jedoch die relativen
Fluoreszenzintensitiaten bei den Materialien Sinfony und Palapress vario mit vorheriger
Pellikelbildung deutlich héher waren als ohne, blieb die relative Fluoreszenzintensitét fiir

“3 sind

Zahnschmelz ungefahr gleich.*** Diese Unterschiede waren zwar nicht signifikant,
allerdings eine mogliche Folge des Pellikeleinflusses.

Bei dem Versuch unter dynamischen Bedingungen mit vorheriger Speichelinkubation und
dem Farbstoff Cytox Violet® wurden hingegen signifikant hohere relative
Fluoreszenzintensitaten bei Zahnschmelz und Palapress vario gefunden als bei Sinfony.
Dabei wurden die hdchsten relativen Fluoreszenzintensitaten fir das Material Palapress
vario, mittlere fr Zahnschmelz und die niedrigsten flr Sinfony erzielt. Hier stiegen die Werte
bei Palapress vario mit Speichelinkubation an, wéhrend sie bei Zahnschmelz und Sinfony
nach der Speichelinkubation abnahmen.*** Methode C gibt somit einen deutlichen Einfluss
des Pellikels auf die relative Fluoreszenzintensitdt zu erkennen, wéhrend die Ergebnisse mit
und ohne vorherige Pellikelbildung bei Methode A &hnlich sind und somit kein Einfluss der

Pellikelbildung zu erkennen ist. **°

*ly/gl.: Tabelle 48 S. 103.
*2\/gl.: Ergebnisse S. 72ff. und Tabelle 49 S. 104.
*3\/gl.: Ergebnisse S. 73f.
*4\/gl.: Ergebnisse S. 76ff. und Tabelle 49 S. 104.
“2\/gl.: Tabelle 49 S. 104.
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Tabelle 49: Hohe der relativen Fluoreszenzintensitaten mit vorheriger Pellikelbildung in
Abhéangigkeit des Fluoreszenzfarbstoffes und der Materialien (S=signifikanter Unterschied):

mit hohe mittlere niedrige
Pellikelbildung | Fluoreszenzintensitat | Fluoreszenzintensitadt | Fluoreszenzintensitat
Resazurin Zahnschmelz (S) Palapress vario Sinfony
Cytox Violet® | pajapress vario (S) | Zahnschmelz (S) Sinfony

Betrachtet man die relativen Standardabweichungen in den Versuchen unter dynamischen
Bedingungen mit Pellikelbildung, so entsprachen diese den Versuchen ohne vorherige
Pellikelbildung.**® Auch hier waren diese bei Anwendung der Methode A fiir die Priifkdper
aus Zahnschmelz und Sinfony niedriger als die bei Anwendung der Methode C. Unter
Anwendung der Methode C trat hingegen die niedrigste relative Standardabweichung bei den
Prifkorpern aus Palapress vario auf. Bei Betrachtung der prozentualen
Standardabweichungen in den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung verhielten sich diese
ghnlich.**" Jedoch war bei Verwendung des Farbstoffes Cytox Violet® fiir die Priifkdrper aus
Sinfony die prozentuale Standardabweichung von der relativen Fluoreszenzintensitat groRer
als 100 Prozent. In den Hauptversuchen mit vorheriger Pellikelbildung ist somit Methode A

etwas praziser als Methode C.

Tabelle 50: Standardabweichungen der Methoden A und C mit vorheriger Pellikelbildung:

relativ und prozentual im Vergleich:

mit Pellikelbildung Methode A Methode C

relativ prozentual relativ prozentual
Zahnschmelz 1625,00 63,4 1720,0 63,2
Palapress vario 2562,5 53,9 1360,0 47,2
Sinfony 1187,5 76,0 1360,0 113,3

2.4 Ergebnisse der Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskop

Die Werte fur die relativen Fluoreszenzintensitdten wurden mit der Auszéhlung der
Bakterienbesiedlung der Prifkdrper im Rasterelektronenmikroskop verglichen. Die in der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme von Bakterien bedeckten Flédchen wurden in
Relation zur Gesamtflache des Prifkorpers angegeben. Die Fluoreszenzintensitaten wurden
hierfur grob in hoch, mittel und niedrig unterteilt. Da kein statistisch sinnvoller Vergleich der
prozentual bedeckten Oberflache mit der Starke der relativen Fluoreszenzintensitdten moglich

war, bieten die Daten nur einen ungefahren Anhaltspunkt. Allerdings muss generell bedacht

“8\/gl.: Diskussion S.102f.
“T\/gl.: Tabelle 50 S. 104.
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werden, dass immer nur ein Kleiner Ausschnitt des Prufkorpers in  der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme dargestellt wird. Es ist daher mdglich, dass ein
Ausschnitt eines Prufkdpers ausgewertet wurde, der mit prozentual mehr oder weniger
Bakterien besiedelt war als die anderen Bereiche des Prifkdpers. AuBerdem wurden nicht alle
Prufkorper einer Versuchsreihe untersucht, sondern immer nur der Prifkdper mit der jeweils
hochsten und niedrigsten relativen Fluoreszenzintensitidt pro Material und Versuchsaufbau.
Auch dies minimiert die Aussagekraft der Rasterelektronenmikroskopuntersuchungen, da
mdoglicherweise starke Schwankungen in der bedeckten Oberfliche bzw. in der relativen
Fluoreszenzintensitét innerhalb der jeweils 10 untersuchten Prifkdpern pro Material auftreten.
Somit dienten die Untersuchungen der Prufkorper im Rasterelektronenmikroskop vor allem
der qualitativen Kontrolle.

Fur die Vorversuche bei Methode B und C korrelierten die beiden verglichenen Werte fur den
Prafkorper mit der hochsten Bakterienanlagerung bei einer VergroBerung von 1700. Bei
Methode A war dies nicht der Fall.**® Die Bilder bei einer VergréRerung von 3800 konnten im
Gegensatz zu den Bildern bei einer VergroRerung von 1700 keine relevanten Beobachtungen

gemacht werden.

Tabelle 51: Methode A: Werte der prozentual bedeckten Oberflache(%) im Vergleich zur
Fluoreszenzintensitat fir die hdchste Bakterienakkumulation bei einer VergroRerung von
1700:

Methode A mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitét
Palapress vario 30 hoch

Polyethylen 36,5 | mittel

Glas 10,6 | niedrig

Methode A ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitét
Palapress vario 24,8 | niedrig

Polyethylen 20,3 | mittel

Glas 27,8 | hoch

“8\/gl.: Tabelle 51 S. 105 und Tabelle 52 und 53 S. 106.
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Tabelle 52: Methode B: Werte der prozentual bedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur
Fluoreszenzintensitat fur die hochste Bakterienakkumulation bei einer Vergrof3erung von
1700:

Methode B mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 13,6 mittel

Polyethylen 36,5 hoch

Glas 10,3 niedrig

Methode B ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 25,8 niedrig

Polyethylen 53,1 hoch

Glas 26,6 | mittel

Tabelle 53: Methode C: Werte der prozentualbedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur
Fluoreszenzintensitat fur die héchste Bakterienakkumulation bei einer Vergrofierung von
1700:

Methode C mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitét
Palapress vario 25,1 mittel

Polyethylen 33,1 hoch

Glas 24,7 niedrig

Methode C ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 21,7 niedrig

Polyethylen 31,8 hoch

Glas 25,8 mittel

Bei den Versuchen unter dynamischen Bedingungen wurden dieselben Vergleiche angestellt.
Hierbei korrelierten, unabhéngig von der Methodik, die Werte fir die relative
Fluoreszenzintensitat und fur die prozentual bedeckte Oberflache fiir alle FlieRkammern.**°
Die Bilder bei einer VergroRerung von 3800 konnten im Gegensatz zu den Bildern bei einer

Vergrolierung von 1700 keine relevanten Beobachtungen gemacht werden.

“%\/gl.: Tabelle 54 und 55 S. 107.
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Tabelle 54: Versuche unter dynamischen Bedingungen mit Resazurin mit und ohne Pellikel:
Werte der prozentual bedeckten Oberflache (%) im Vergleich zur Fluoreszenzintensitat fur

die hochste Bakterienakkumulation bei einer VergroRerung von 1700:

FlieBkammer mit Speichelinkubation % Fluoreszenz-intensitat
Palapress vario 38,4 mittel

Zahnschmelz 77,3 hoch

Sinfony 29,3 niedrig

FlieBkammer ohne Speichelinkubation % Fluoreszenz-intensitat
Palapress vario 35,5 mittel

Zahnschmelz 56,2 hoch

Sinfony 19,6 niedrig

Tabelle 55: Versuche unter dynamischen Bedingungen mit Cytox Violet® mit und ohne
Pellikel: Werte der prozentual bedeckten Oberfliche (%) im Vergleich zur
Fluoreszenzintensitat fur die hoéchste Bakterienakkumulation bei einer Vergrofierung von
1700:

FlieRkammer mit Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitat
Palapress vario 58,1 hoch

Zahnschmelz 49 mittel

Sinfony 33,2 niedrig

FlieBkammer ohne Speichelinkubation % Fluoreszenzintensitét
Palapress vario 29,7 niedrig

Zahnschmelz 55,7 hoch

Sinfony 45,2 mittel

2.5 Einfluss der Quantifizierungsmethode von Mikroorganismen in Versuchsaufbauten zur
Biofilmbildung

Die vorliegende Arbeit liefert in Abhéngigkeit von der Quantifizierungsmethode sehr
unterschiedliche Ergebnisse. Diese sind einerseits auf die Anwendungsart eines
Fluoreszenzfarbstoffes (Resazurin) zurtickzufuhren, andererseits variierten die Ergebnisse
aufgrund der Anwendung unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe (Resazurin und Cytox
Violet®). Bei den semistatischen Versuchen wurde Resazurin in einer Versuchsreihe
zusammen mit der Bakterienlosung inkubiert (Methode A) und in einer zweiten
Versuchsreine  (Methode B) erst nach stattgefundener Bakterienadhdsion  der
Fluoreszenzfarbstoff Resazurin inkubiert. In der dritten Versuchsreihe wurde analog zur
Versuchsreihe nach Methode B verfahren, allerdings wurde der Fluoreszenzfarbstoff Cytox
Violet® verwendet. Unter Anwendung der Methode A wurde kein Einfluss des Pellikels und
des Materials auf die Adhdsion von Mikroorganismen festgestellt, wéhrend dies bei Methode
B der Fall war. Unter Anwendung der Methode C hatte das Pellikel einen Einfluss auf die
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Ergebnisse, aber nicht auf das Material. Betrachtet man die Standardabweichungen der
Methoden in den Vorversuchen, so sind diese fir Methode B am niedrigsten und somit die
Versuchsergebnisse am besten reproduzierbar. Methode C schnitt besser ab als Methode A.

Im biologischen Labor der Poliklinik fur zahnérztliche Prothetik der Universitat Regensburg
wurde bislang vor allem die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode (Methode A) zur
Quantifizierung von Mikroorganismen angewandt. Da bei dieser Methode das Resazurin
zusammen mit der Bakterienlosung inkubiert wird, weist die Methode zwei Nachteile auf.
Zum einen fliet die Eigenfluoreszenz der Prifkoérper mit in das erhaltene relative
Fluoreszenzsignal ein, zum anderen besitzt Resazurin eine lange Halbwertszeit, die dazu
fihren kann, dass die Ergebnisse verféalscht werden. Um die Eigenfluoreszenz der Prifkorper
zu umgehen wird diese vor dem Versuchsbeginn mit einem Plattenlesegerét bestimmt und
nach Versuchsablauf wiederum wvon den erhaltenen relativen Fluoreszenzintensitaten
abgezogen. Somit kann die Eigenfluoreszenz zwar umgangen werden, dennoch bleibt sie eine
potentielle Fehlerquelle. Dieses Problem wird mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet®
(Methode C) und der Zugabe des Resazurins nach bereits erfolgter Bakterienadhésion
(Methode B) umgangen, da der Uberstand nach Inkubation umpipettiert wird. Die
Arbeitsgruppe um O’Brien beschrieb erstmalig die Problematik der langen Halbwertszeit des
Resazurin bei Zugabe zur Bakterienldsung. Zum einen ist es bei Zugabe des Resazurins zur
Bakterienlosung mdoglich, dass auch noch bereits abgestorbene Bakterien zur Hohe des
gemessenen Fluoreszenzsignals beitragen und somit falschlicherweise zu hohe Werte
gemessen werden; zum anderen wird bei zu langen Inkubationszeiten das fluoreszierende
Resazurin zu Hydroresorufin reduziert, das nicht fluoresziert und somit die Werte fur die
relative Fluoreszenzintensitat zu niedrig ausfallen.**® Da in dieser Arbeit die relativen
Fluoreszenzintensitdten bei Methode A generell viel niedriger waren als bei Methode B, ist es
eher wahrscheinlich, dass Resazurin entweder zu dem nicht fluoreszenten Produkt weiter
reduziert wurde oder, dass sich bei Methode B die Bakterien wéhrend der Inkubation des
Farbstoffes weiter teilten und somit eine hohere relative Fluoreszenzintensitat hervorgerufen
wurde. Sollte tatsachlich bereits nach einer Stunde die Umsetzung zu dem nicht
fluoreszierenden Produkt Hydroresorufin stattfinden, bedeutete dies, dass Resazurin nur Gber
eine Inkubationsdauer von weniger als einer Stunde préazise Ergebnisse liefert. Eine Studie
von Hahnel verstarkt diese Vermutung. Er konnte unter Verwendung von Resazurin keine

Unterschiede in den relativen Fluoreszenzintensitaten nach der Inkubation von S. mutans und

400 Brien et al., 2000.
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S. sobrinus nach vierundzwanzig Stunden gegeniiber zwei Stunden feststellen.”* Da es
unwahrscheinlich ist, dass das Wachstum der Bakterienstdmme bereits nach zwei Stunden
stagniert, liegt der Grund fur die von Hahnel gefundenen Ergebnissen in der ungeniigenden
Prézision der konventionellen Resazurin-Reduktionsmethode. Daher sollte kinftig eine
andere Quantifizierungsmethode als die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode
eingesetzt werden.

Bei den Versuchen unter dynamischen Bedingungen (Hauptversuche) wurde Methode B nicht
weiterverfolgt. Die Methoden A und C lieferten dhnliche Ergebnisse. Bei diesen Versuchen
unter dynamischen Bedingungen wiesen die Methoden A und C ohne vorherige
Pellikelbildung keine signifikanten Unterschiede in den relativen Fluoreszenzintensitaten auf.
Bei beiden konnte ein Einfluss des Materials auf die Ergebnisse festgestellt werden. Aufgrund
der prozentualen Standardabweichungen, die bei Methode A mehr als hundert Prozent
betrugen, liefert Methode C in den Vorversuchsreihen ohne vorherige Pellikelbildung die
préziseren Ergebnisse. Dies war bei den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung nicht der
Fall. Bei den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung ist Cytox Violet® im Bezug auf die
Reproduzierbarkeit der Methode A aufgrund der hoheren Standardabweichungen unterlegen.
Hier konnte bei Methode C eine Abh&ngigkeit der Ergebnisse von der Pellikelbildung
festgestellt werden, wahrend dies bei Methode A nicht der Fall war. Um den
Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® zu etablieren, misste daher mehr (ber dessen
Metabolisierung durch Mikroorganismen erforscht werden und eine Interaktion mit den
Materialien der Prifkoper und dem Speichelpellikel ausgeschlossen werden. Uber den
Einfluss des Bakterienstammes auf die Metabolisierung des Fluoreszenzfarbstoffes liefert
diese Arbeit keinen Aufschluss, da ausschliefflich ein S. mutans-Stamm untersucht wurde.
Daher wéren auch Studien mit anderen Mikroorganismen fiir die endgultige Etablierung des
Fluoreszenzfarbstoffes Cytox Violet® unbedingt durchzufiihren. VVon weiterem Interesse wére
es, die Préazision des Fluoreszenzfarbstoffes Cytox Violet® uber l&ngeren Inkubationszeiten zu

untersuchen.

“IHahnel et al., 2012.
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V1. Zusammenfassung

Ein wichtiges Forschungsthema in der Zahnmedizin befasst sich mit der Adhdasion von
Mikroorganismen an Zahnersatzmaterialien. Dabei sind v.a. kariesverursachende Leitkeime
(wie Streptococcus mutans) von Interesse. Einen wichtigen Ansatz stellt dabei die
Entwicklung von Restaurationsmaterialien, die eine geringe Adh&sion von Bakterien
gewahrleisten, dar. Diese wird zumeist in Versuchen in vitro bestimmt.

Fur derartige Versuche in vitro sind effiziente und prazise Quantifizierungsmethoden von
Bedeutung. Hierbei wird v.a. auf eine einfache und zeitsparende Anwendung sowie maoglichst
wenige anfallende Abfallprodukte geachtet. Eine sehr anerkannte Methode fiir Versuche in
vitro stellen Fluoreszenzfarbstoffe dar, die urspringlich fir Viabilitatsuntersuchungen, wie

z.B. von Bakterien in Kuhmilch,**?

gedacht waren, sich aber auch als Methode zur
Quantifizierung der in Biofilm organisierten Mikroorganismen in Mikrotiterplatten
durchgesetzt haben. Von besonderer Bedeutung fur die Quantifizierung von Bakterien sind
Fluoreszenzfarbstoffe, die nur die lebenden Bakterien erfassen. Ein solcher, neuerer Farbstoff
ist Cytox Violet®, dessen Eigenschaften im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollten.
Cytox Violet® wurde in verschiedenen Versuchsaufbauten mit der im biologischen Labor der
Poliklinik flr zahné&rztliche Prothetik der Universitdit Regensburg bereits etablierten
konventionellen Resazurin-Reduktionsmethode verglichen. Als Bakterienstamm wurde
Streptococcus mutans ausgewahlt, da dieser nachgewiesenermalien eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung von Karies spielt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden hierfur zundchst die Farbstoffkonzentrationen fur drei
unterschiedliche Quantifizierungsmethoden ausgewéhlt. Die erste Quantifizierungsmethode
stellt dabei die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode (Methode A) dar. Bei dieser
Methode wird das Resazurin wahrend der Simulation der Biofilmbildung inkubiert. Bei der
zweiten Quantifizierungsmethode wurde Resazurin erst nach bereits stattgefundener Adhésion
des S. mutans inkubiert (Methode B). Fir die dritte Quantifizierungsmethode wurde der
Farbstoff Cytox Violet® verwendet (Methode C), der auch erst nach der Bakterienadhdsion
zugegeben wurde. Die Versuche wurden mit verschiedenen Farbstoffkonzentrationen mit den
Probematerialien Glas, Polyethylen und Palapress vario durchgefuhrt. Es wurde eine
Farbstoffkonzentration von 15 pl Resazurin pro ml PBS bzw. Bakterienlésung und 20 pl
Cytox Violet® pro 200 pl PBS ausgewdhit.

45207Brien et al., 2000.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die drei Quantifizierungsmethoden mit der festgelegten
Farbstoffkonzentration jeweils mit und ohne vorherige Pellikelbildung in einem
semistatischen Versuchsaufbau untersucht. Die Probematerialien entsprachen denen des
ersten Versuchsaufbaus. Bei diesem Versuchsaufbau wurde von den Prifkorpern, bei denen
jeweils die hochste und die niedrigste Fluoreszenzintensitdt gemessen wurde, eine
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme mit 1700-facher und 3800-facher Vergréfierung
erstellt. Dies geschah, um eine optische Kontrolle der Bakterienanlagerung zu gewahrleisten.
Mit einem Computerprogramm wurde anhand dieser Bilder die mit Bakterien bedeckte
Oberfl&che in Prozent ermittelt. Die Ergebnisse der drei Quantifizierungsmethoden fielen im
zweiten Teil sehr unterschiedlich aus. Wahrend bei Methode A weder ein Einfluss des
Materials, noch des Pellikels auf die relativen Fluoreszenzintensititen festgestellt werden
konnte, traf bei Methode B beides zu. Bei Methode C hatte das Material keinen Einfluss,
dafur aber die Pellikelbildung. In den Vorversuchsreihen war Methode B am prazisesten und
Methode C besaR eine bessere Reproduzierbarkeit als Methode A. Zudem konnte in den
Vorversuchen eine Abhangigkeit der Ergebnisse von der Verwendungsart des
Fluoreszenzfarbstoffes festgestellt werden.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode
(Methode A) mit der Quantifizierungsmethode mittels Cytox Violet® (Methode C) in einer
hydrodynamischen FlieBkammer verglichen. Dies geschah jeweils mit und ohne
Pellikelbildung aus einer Speichelersatzlosung. Fur die Versuche unter dynamischen
Bedingungen wurden die Probematerialien Zahnschmelz, Sinfony und Palapress vario
ausgewahlt. Auch hier wurde aus oben genanntem Grund von jedem Versuch unter
dynamischen Bedingungen eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Prifkorpers,
mit dem das hochste und niedrigste relative Fluoreszenzsignal erzeugt wurde, mit 1700-facher
und 3800-facher VergroRerung erstellt. Sowohl bei Methode A als auch Methode C konnte
ein Einfluss der Materialien auf die relativen Fluoreszenzintensitaten nachgewiesen werden.
Bei Methode C war aullerdem ein Einfluss der Pellikelbildung auf die relativen
Fluoreszenzintensitaten feststellbar. Sowohl bei den Versuchen unter dynamischen
Bedingungen als auch bei den semistatischen Versuchsaufbauten wurden sehr
unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Bei den Hauptversuchen war Methode C ohne vorherige
Pellikelbildung genauer als Methode A, bei den VVersuchen mit vorheriger Pellikelbildung war

es umgekehrt.
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VI1I. Schlussfolgerung

Versuche in vitro spielen eine wichtige Rolle bei Untersuchungen der Adhé&sion von
Mikroorganismen an dentalen Materialien. Hierfir sind prazise, einfache und wenig
zeitintensive Quantifizierungsmethoden hilfreich.

Ziel dieser Arbeit war es, den Farbstoff Cytox Violet® als Quantifizierungsmethode fur
Versuche, die die Bakterienanlagerung an dentalen Materialien untersuchen, zu etablieren.
Die dafiir ausgewéhlten Versuchsaufbauten waren sowohl semistatisch als auch
hydrodynamische FlieRkammern. Als Referenz diente hierfir die bereits seit Jahren etablierte
konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode.

Resazurin gilt spatestens seit der Veroffentlichung von O’Brien et al. als sehr prazisier
Fluoreszenzfarbstoff, jedoch besitzt er eine lange Halbwertszeit. Zudem wird bei langen
Inkubationszeitraumen das Resazurin in den Bakterienzellen gespeichert und gibt auch bei
bereits abgestorbenen Bakterien noch ein Fluoreszenzsignal ab. Dies kann falschlicherweise
zu zu hohen relativen Fluoreszenzintensitaten fuhren, die die Préazision der konventionellen
Resazurin-Reduktionsmethode limitieren. In diesem Punkt unterscheidet sich der Farbstoff
Cytox Violet®, da die Bakterien das fluoreszierende Produkt laut Hersteller wieder an die
Losung abgeben.

Interessanterweise wurden in den vorliegenden Untersuchungen bei den verschiedenen
Quantifizierungsmethoden sehr unterschiedliche relative Fluoreszenzintensitaten in
Abhéngigkeit von der verwendeten Quantifizierungsmethode erzielt. Das bedeutet, dass durch
die Verwendung verschiedener Fluoreszenzmarker die Ergebnisse variieren kdnnen. Zudem
wurde festgestellt, dass es wesentliche Unterschiede in der Prézision der verschiedenen
Quantifizierungsmethoden gibt. Bei der Resazurin-Reduktionsmethode und Cytox Violet®
kann die Interaktion der Fluoreszenzfarbstoffe mit dem Pellikel in dieser Arbeit nicht
ausgeschlossen werden. Die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode (Methode A) ist
zwar eine etablierte Quantifizierungsmethode im biologischen Labor der Poliklinik fir
zahnérztliche Prothetik der Universitat Regensburg, dennoch scheint sie bei Zugabe nach
bereits erfolgter Bakterienadh&sion, wie bei den Versuchen nach Methode B, genauere
Ergebnisse zu liefern. Die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode (Methode A), bei
der der Fluoreszenzfarbstoff gleichzeitig mit der Bakterienldsung inkubiert wird, ist in den
Vorversuchsreihen dieser Arbeit ungenauer als der Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet®
(Methode C). Bei den Versuchen unter dynamischen Bedingungen (Hauptversuche) ist ohne

vorherige Pellikelbildung auch Cytox Violet® praziser als die konventionelle Resazurin-
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Reduktionsmethode. Bei den Versuchen mit vorheriger Pellikelbildung lieferte Methode A
hingegen die genaueren Ergebnisse.

Der Fluoreszenzfarbstoff Cytox Violet® ist somit in dem Grof3teil der Versuchsreihen praziser
als die konventionelle Resazurin-Reduktionsmethode, allerdings ware es sinnvoll, in weiteren
Forschungsanstrengungen mehr Gber die Metabolisierung von Cytox Violet® herauszufinden
und den Farbstoff iber l&ngere Inkubationszeitraume sowie mit anderen Bakterienstdmmen zu

untersuchen.
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