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Der Einflu} verschiedener Frontzahnfiillungsmaterialien auf
das In-vitro-Wachstum von Streptococcus mutans

Von G. Schmalz, Tiibingen*

Untersucht wurde der EinfluB verschiedener
Frontzahnfiillungsmaterialien auf die Wachstums-
charakteristik plaquebildender Streptokokken.
Wiihrend Silikat-Zement das Bakterienwachstum
hemmte, forderten Kunststoffmaterialien sofort
nach dem Anmischen das Wachstum. Toxische
Gewebereaktionen konnen durch bakterielle Pla-
queakkumulation ausgelost werden. Unsere Unter-
suchungsmethode ergiinzt vorhandene In-vitro-Tests
zur Erfassung der chemisch-toxischen Aktivitiit.

Einleitung

Zahnirztliche Materialien konnen auf drei ver-
schiedenen Wegen Gewebeirritationen hervorru-
fen: 1. durch eine chemisch-toxische Reaktion
zwischen einer aus dem applizierten Material ge-
laugten Substanz und dem biologischen Rezeptor
[13, 41], 2. durch physikalische Vorginge (z. B.
Abbindewirme der Autopolymerisate) [14, 19, 33]
und 3. durch verstéirkte Plaqueakkumulation [20,
39].

Quantitative Untersuchungen der Plaque auf und
in unmittelbarer Nachbarschaft verschiedener
Fiillungsmaterialien von Norman et al. [24] er-
gaben, daB sich die Zusammensetzung der Plaque
auf Fiillungsmaterialien mit der Verweildauer der
Werkstoffe im Munde des Patienten dnderte. Die
Menge der Plaque war auf Silikatfiillungen gene-
rell geringer.

Engelhardt [7, 8] konnte nachweisen, daB nicht-
kariogene Bakterienstimme den Kohlenstoff
zahnidrztlicher Kunststoffe abbauten und als
Néhrsubstrat aufnahmen. Klétzer [17] folgerte
daraus, daB bakterielle Schleimhautirritationen
auch im Kontakt mit nicht-chemisch-toxischen
Kunststoffmaterialien auftreten konnen.
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Renggli [30] weist auf die Schwierigkeiten bei der
Feststellung der Ursachen einer erhchten Plaque-
akkumulation an zahnéirztlichen Materialien hin.
Rein mechanische Ursachen (wie rauhe Material-
oberflache, Randspalten oder iiberhingende Ran-
der) konnen ebenso zu einer gesteigerten Plaque-
anhdufung fithren, wie der biologische Einflu3 auf
das Bakterienwachstum.

Andere Autoren bestitigen, daB der klinische
Versuch nicht dazu geeignet ist, eine direkte biolo-
gische Wirkung (z. B. chemisch-toxischer Natur)
gegen andere Einfliisse abzugrenzen [9, 10, 37,
40]. Um solche moglichst auszuschalten, wurden
in der vorliegenden Arbeit Fiillungsmaterialien in
Monokulturen  plaquebildender, kariogener
Streptokokken in vitro getestet und miteinander
verglichen. Neben der Frage, wie diese Werkstoffe
das Bakterienwachstum beeinflussen, sollte pri-
mdir untersucht werden, ob die angewandte Ver-
suchsanordnung eine Erginzung bisher bekannter
in-vitro Tests zur biologischen Materialpriifung
darstellt.

Eigene Untersuchungen

Untersucht wurden folgende Fiillungsmaterialien :
1.,,Silicap** (1*)—-2.,,Compocap‘‘ (2*) — 3. ,,Polycap**
(3*) — 4. ,,Cosmic*‘ (4*) — 5. ,,Concise** (5*%) — 6.
,,Epoxydent™ (6%).

Die Materialien 1 bis 3 wurden in Kapselform gelie-
fert, die restlichen in Form zweier Pasten.

Die Kapselmaterialien wurden im ,,Silamat* (7%)
10 sec lang angemischt, anschlieBend unter sterilen
Kautelen der Kapsel entnommen und mit sterilem
Filterpapier zu 1 cm langen Zylindern gerollt. Die
manuell angemischten Materialien wurden ebenfalls
unter sterilen Kautelen nach Angaben der Hersteller
angespatelt, mit sterilem Filterpapier zu 1 mm star-

1*-3* Vivadent, Schaan/Liechtenstein, Charge Nr.: 01074, Farbe
1A-1B, Charge Nr.: 250675-007, Charge Nr.: 040975-032

4* De Trey, Wiesbaden (Herstllg. erfolgte i. England), Charge Nr.:
RC21

5* 3M-Company, St. Paal, Min./USA, Charge Nr.: 51342

6% Lee-Pharmaceuticals, South El Monte, Calif./USA, Charge
Nr.: 0515 Ex-1

7* Vivadent, Schaan/Liechtenstein
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ken Zylindern gerollt und in 1 ¢cm lange Sticke ge-

schnitten.

Die Untersuchungsmethode ist von Nunez et al. [25]

beschrieben worden. Zum Test wurde Strept. mutans

HS-6') benutzt.

I'm einzelnen wurden folgende Versuche durchgefithrt:

1. Alle Versuchs- und die entsprechenden Kontrollkul-
turen wurden mit 1 ml einer 20 Std. alten Bakterien-
suspension inokuliert. Das Wachstum wurde nach
60 Std. Inkubation gemessen (Methode n. Nunez).

2. Alle Versuchs- und die entsprechenden Kontroll-
kulturen wurden mit 0,05 ml einer 20 Std. alten

%) Freundlicherweise zur Verfugung gest=!llt von Dr. L. J. Nunez,
MST Laboratories, University of Tennessee, Center for the Health
Sciences, Memphis, Tenn./USA

3 Silicap

EZZ3 Clompocap
= Polycap

Wachstum

3 Min W0Min 60Min 1Tog

Liegezert der Materiolproben vor lestbegqinn

Abb.” 1. Die Beeinflussung des Bakterienwachstums
durch ,,Silicap™, ,,Compocap* und ,,Polycap™ —
60°Std. Inkubation, 1 ml Inokulat.

1 Silicap
Compocap
3 Polycop

,Lé 1
3 Min 0 Min &0Min 17ag
Liegezert der Materiolproben vor festbeginn

Abb. 2. Die Beeinflussung des Bakterienwachstums
durch |, Silicap®, ,,Compocap** und ,,Polycap™ -
20 Std. Inkubation, 0,05 ml Inokulat.
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Bakteriensuspension inokuliert. Das Wachstum
wurde nach 20 Std. Inkubation gemessen.
Die Liegezeit der Testmaterialien, d. h. die Zeit vom
Anmischen bis zum Versuchsbeginn, betrug 3 min,
30 min, 1 Std., 1 Tag und bei ,,Silicap™ zusitzlich
7 Tage. Die Lagerung erfolgte in sterilen Petrischalen
bei 37 °C und 80°%; relativer Luftfeuchtigkeit.
Die materialbedingte Beeinflussung des Bakterien-
wachstums (%, RW) wurde entsprechend den Angaben
von Nunez et al. in Prozenten der Referenzkultur be-
rechnet. Der Wert % RW ist dabei um alle nicht
materialbedingten Verinderungen im Medium linear
korrigiert.
Da ein statistischer Signifikanztest (z. B. Varianzana-
lyse) durch die groBle Zahl der Variablen ein sehr nied-
riges Signifikanzniveau erhilt, ist fiir jeden Versuch die

3 Cosmee
Loncise
=3 Epoxydent

Wochstum

IMin 30 Min L 1lag

Liegezeit der Moterialproben vor Testbeginn
Abb. 3. Die Beeinflussung des Bakterienwachstums
durch ,,Cosmic”, ,,Concise” und ,.Epoxydent** —
60 Std. Inkubation, 1 ml Inokulat,

3 Cosmic
Concise

= Epaxydent

Wochsfum

3 Min 30Min 60Min 1Tag
Liegezeit der Molenalproben vor Testbeginn
Abb. 4. Die Beeinflussung des Bakterienwachstums

durch ,,Cosmic*, ,,Concise’* und ,.Epoxydent* —
20 Std. Inkubation, 0,05 ml Inokulat.
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Fehlerfortpflanzung berechnet worden. Die Gesamt-
schwankungsbreite wurde als Fehler gewertet.

Ergebnisse

Da die Testmaterialien nicht sterilisiert wurden,
bestand die Gefahr einer Kontamination. Dies
trat vereinzelt bei Silicap nach 3 min Liegezeit auf.
Alle anderen Materialien erwiesen sich als eigen-
steril. Die beim Silikat aufgetretene Kontamina-
tion hat jedoch keinen Einflu auf die Grolle
97 RW, da diese entsprechend korrigiert ist [25].
Die Versuchsergebnisse sind in den Abb. 1 bis 4 in
Form von Siulendiagrammen mit der entspre-
chenden Fehlerbreite dargestellt. Dabei bedeutet
09%: totale Wachstumshemmung, 100%: keinerlei
Beeinflussung, Wert iiber 100%,: Wachstumsfor-
derung. Silicap bewirkte nach 7tigiger Liegezeit
eine 60- bis 70proz. Wachstumshemmung (in den
Siulendiagrammen nicht dargestellt).

Diskussion

1. Testmaterialien

Die beobachtete Hemmung des Bakterienwachs-
tums durch Silikatzement steht im Einklang mit
den Untersuchungen von Nerman et al. [24] und
Skérland [35]. Sie entspricht dem chemisch-toxi-
schen Potential dieses Materials auf die Pulpa,
welches in Versuchen bei Ratten [34], Hunden
[22], Affen [18]) und am Menschen [23] gefunden
wurde. Nach siebentigiger Liegezeit ist ein be-
grenztes Bakterienwachstum (30 bis 40%) be-
obachtet worden. Dies deckt sich mit den
Angaben von Brdnnstrém und Nyberg [6], die
unter Silikatfiilllungen Mikroorganismen festge-
stellt hatten.

Als Ursache der bakteriziden Eigenschaften des
Silikatzementes bei kurzen Liegezeiten kann
Sidureeinwirkung angenommen werden. Bartelt
[4] hat bei Untersuchungen des pH-Wertes wiih-
rend des Abbindevorganges von Silikatzementen
festgestellt, daB dieser sich in den ersten 24 Stun-
den von 3 bis 3,3 auf 4,5 bis 5,1 erhoht: analog
dazu stellten wir einen Anstieg des relativen Bak-
terienwachstums bei Silikat von 0% auf 30 % fest.
Vollstindig abgebundenes Silikat enthilt jedoch
keine freie Phosphorsidure und keine primiren
Phosphate mehr [15]. Trotzdem hemmt es noch
bei einer Liegezeit von 7 Tagen das Wachstum der
Kulturen um 60 bis 70%,. Pecchioni [27] konnte

bei seinen Versuchen keine Durchlissigkeit des
Dentins fiir radioaktiv markiertes Phosphor
finden und machte fiir das Absterben der Pulpa
unter Silikatfiillungen andere Noxen verantwort-
lich. Norman et al. [24] wiesen in diesem Zusam-
menhang auf den hohen Gehalt an Fluorionen
hin, welcher bis zu 15% des Pulvers betragen
kann [26). Auch frei werdendes Arsen und
Beryllium [31], sowie Chlorionen [29] sind fii1 die
toxische Reaktion verantwortlich gemacht
worden.

Die bakterizide Wirkung des Silikatzementes wird
durch klinische Beobachtungen bestitigt, wobei
an Schmelzflichen, die solchen Fiillungen gegen-
iiberliegen, signifikant weniger Karies auftritt als
an Flichen, die gegeniiber von Silber- oder
Kupferzementfiillungen liegen [21]. AuBerdem
konnte gezeigt werden, daf3 die Schmelzloslichkeit
herabgesetzt war [28, 38], was auch die ver-
minderte Kariesrate erkldren kann.

Bei den untersuchten Kunststoffen konnte in
keinem Fall eine Hemmung des Bakterienwachs-
tums beobachtet werden. Dies ist erstaunlich, da
Composite-Materialien in frisch angemischtem
Zustand auf Gewebekulturen toxisch wirken und
sowohl beim Versuchstier als auch am Patienten —
ohne Unterfiillung — Pulpairritationen auslisen
[1, 5, 12, 32, 36, 42].

Eine Tendenz zur Wachstumssteigerung der Bak-
terien durch die Kunststoffmaterialien ist in der
zweiten Versuchsreihe (20 Std. Inkubation,
0.05 ml Inokulat) erkennbar. Dieser Effekt tritt
besonders deutlich bei den Pastenmaterialien
nach kurzer Liegezeit auf. Dabei scheint ,,Epoxy-
dent** das Wachstum stirker zu fordern als
..Concise** und ,,Cosmic**. Allerdings tiberschnei-
den sich die Fehlerbereiche von ,,Epoxydent™ und
..Concise**, so daB ein Unterschied zwischen
diesen beiden Materialien nicht gesichert werden
kann. Zwischen ,,Cosmic™ und ,,Epoxydent™ ist
jedoch bei Liegezeiten bis zu einer Stunde ein
deutlicher Unterschied meBbar. Die letztgenann-
ten Werkstoffe - Composite-Materialien — unter-
scheiden sich nach Angaben der Hersteller im
organischen Binder: ,,Epoxydent™ enthilt ein
Epoxyharz nach der Bowen-Formel, ..Cosmic™
einen Polyurethanbinder. Diese Kunststoffbasen
sowie ihre entsprechenden Reaktorsysteme kon-
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nen fiir das unterschiedliche biologische Ver-
halten verantwortlich gemacht werden, ohne dafB
damit der eigentliche Mechanismus geklart ist.
Die: vorliegenden FErgebnisse decken sich mit
denen von Engelhardt [7, 8]. Jedoch konnte in
seinen Versuchen die kunststoffabbauende Fihig-
keit nur fiir nicht-kariogene Mundbakterien,
nicht aber fiir plaquebildende Streptokokken
nachgewiesen werden. Dies kann an den unter-
schiedlichen Versuchsbedingungen (z. B. Ansatz
der Nihrlosungen) gelegen haben. Eine gegeniiber
der Kontrolle erhdhte Plaqueakkumulation auf
Composite-Materialien hat auch Skérland [35] er-
mittelt.

2. Testmethode

Durch die deutliche Herabsetzung der Inokula-
tionsdichte von | ml auf 0,05 ml und der Inkuba-
tionszeit von 60 auf 20 Stunden wird in der
zweiten Versuchsreihe die Wachstumsbeein-
flussung nicht mehr — wie Nunez et al. [25] vorge-
schlagen haben — in der stationiren Phase ge-
messen, sondern am Ende der logarithmischen
und am Anfang der zweiten Ubergangsphase
(Herbert [11]).

Bei der von Nunez et al. angegebenen Methode
haben die Referenzkulturen das maximal még-
liche Wachstum unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen erreicht. Dariiberhinausgehende
wachstumsfordernde Figenschaften von Materia-
lien konnen deshalb nur schwer erfalit werden.
Die genannten Autoren haben die stationire
Phase zur Messung deshalb vorgeschlagen, weil
hier die Streuung innerhalb der Replikate ver-
gleichsweise gering ist und dadurch auch kleine
Unterschiede zwischen verschiedenen Materialien
leichter statistisch gesichert werden kénnen.

Bei Experimenten am Anfang der zweiten Uber-
gangsphase haben die Referenzkulturen das
maximal mégliche Wachstum noch nicht erreicht.
Wachstumsfordernde FEigenschaften von Test-
materialien konnen eher bestimmt werden, dabei
mufl man aber eine erheblich grofere Streuung
innerhalb der Replikate in Kauf nehmen, was die
statistische Auswertung erschwert.

Bei Beurteilung der angewandten Testmethode ist
zu kliren, ob die erzielten Ergebnisse mit der
klinischen Erfahrung im Einklang stehen, und ob
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die Information, welche man durch diese
Methode erhilt, eine sinnvolle Erginzung der
Resultate anderer vergleichbarer In-vitro Toxizi-
titstests darstellt.

Wie bereits erwihnt, entsprechen die vorliegenden
Ergebnisse beim Silikatmaterial unseren klini-
schen Erfahrungen. Die bei Composite-Materia-
lien beobachtete erhihte Plaqueretention an der
Fiillungsoberfliche [20] 14Bt sich auch mit der
z. Z. noch ungeniigenden Polierbarkeit dieser
Materialien erkliren. Kldrzer [16] beobachtete
jedoch, dall beim ,,Pyroplast, welches nach
Angaben von Autian [3] nicht toxisch ist, Gewebe-
irtitationen im Kontakt mit der Mundschleim-
haut auftraten (Rhesusaffe). Eine mechanische
Plagueretention kann weitgehend ausgeschlossen
werden, da ,,Pyroplast** polierbar ist und Rand-
spalten in der vorliegenden Versuchsanordnung
[16] vernachldssigt werden konnten. Ein solcher
Effekt kann dadurch erklirt werden, daB Kunst-
stoffmaterialien das Bakterienwachstum beschleu-
nigen, wie auch die vorliegende Arbeit zeigt.

Es ist somit denkbar, daB im gleichen Material
chemisch-toxische Eigenschaften mit wachstums-
steigernden Potenzen auf Bakterien vergesell-
schaftet sein konnen. Beide Reaktionen miissen
also getrennt voneinander betrachtet werden. Da
Gewebeirritationen auch tiber erhdhte Plaque-
akkumulation ausgeldst werden kénnen, sind ein-
fache priklinische Tests zur Erfassung des che-
misch-toxischen Potentials, wie Autian [2] vorge-
schlagen hat, nicht ausreichend. Die vorliegende
Untersuchung stellt u. E. eine Ergiinzung geiibter
biologischer Tests dar.

Summary

While silicate cement inhibits bacterial growth, resin
materials promote it immediately after mixing. Toxic
tissue reactions may be induced by bacterial plaque
accumulation. Our testing method complements
existing in-vitro tests for recording chemo-toxic
activities.
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