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EINLEITUNG

1 Einleitung

Enossale Dentalimplantate stellen seit den 1970er Jahren eine wissenschaftlich
anerkannte Therapiemdglichkeit fir den Ersatz von verlorengegangenen Zahnen
oder bei Nichtanlagen dar [ADELL et al.,, 1981]. An Implantaten werden
prothetischer Zahnersatz sowie Epithesen verankert [KOECK und WAGNER,
2004]. Selbst in der kieferorthopadischen Behandlung werden Implantate bei
entsprechender Indikation eingesetzt [ROSE et al., 2006; NG et al.,, 2012;
NIENKEMPER et al., 2012]. Aufgrund der biophysikalischen Eigenschaften und
der hohen Biokompatibilitat von Titan hat sich dieses bis heute als das am
haufigsten verwendete Grundmaterial fur Implantate bewahrt [BALAMURUGAN,
2007]. Zum klinischen Einsatz kommen bei Titanimplantaten unterschiedliche
Oberflachenmodifikationen [LANG et al., 2011; GIORDANO et al., 2011; MISTRY
et al., 2011]. Die Unterschiede finden sich in der Mikrostruktur der Oberflache,
welche verschiedene Rauheitsgrade oder Beschichtungen aufweisen kann. Diese
Mikrostruktur kann glatter oder rauer gestaltet sein und fuhrt in unterschiedlicher
Intensitat zur Osseointegration, der sogenannten reizlosen knéchernen Einheilung
von Titanimplantaten und ist somit fur die langfristige Funktionsfahigkeit
entscheidend [BRANEMARK et al, 1977; TJELLSTROM et al., 1983;
SCHROEDER, 1979]. Biologische Komplikationen beziehungsweise
perimplantare  Erkrankungen wie Mukositis und Periimplantitis sowie
Komplikationen des Weichgewebes wie Fisteln oder Hyperplasien stellen das
Hauptrisiko fur implantologischen Misserfolg dar [LANG et al.,, 2004].
Implantatoberflachen sind der oralen Mundhohle und somit der risikobehafteten
mikrobiellen Besiedelung exponiert [QUIRYNEN et al., 2002]. Materialien aus
Zirkoniumdioxid wurden als Alternative zu Titanimplantaten wegen der besseren
Asthetik, der hohen Biegefestigkeit, ihrer Harte, der besseren
Gewebevertraglichkeit [KOHAL et al., 2003] und des verringerten Potentials zur
Anlagerung von Mikroorganismen entwickelt [SCARANO et al., 2004]. Die initiale
Besiedelung des Implantates mit pathogenen Mikroorganismen stellt eine der
wichtigsten Ereignisse bei plaque-assoziierten Krankheiten, wie beispielsweise der
Periimplantitis, dar [SCARANO et al., 2004]. Es wird versucht die Qualitat und
Quantitat der mikrobiellen Besiedelung durch das Implantatmaterial zu reduzieren,

speziell durch Modifikationen der spezifischen physikalisch-chemischen



EINLEITUNG

Oberflacheneigenschaften des Materials. In der modernen Biomaterialforschung
werden die Oberflachen von Implantatmaterialien so verandert, dass eine
Adhasion des Biofilms reduziert wird und gleichzeitig die kndcherne Integration im
Alveolarknochen erhdoht werden kann [LANG et al., 2011; GIORDANO et al., 2011;
MISTRY et al., 2011]. Innovative Implantatmaterialien, Oberflachenmodifikationen
mit reduzierten Hafteigenschaften oder mit antibakteriellen Additiva sind dabei von
hohem klinischen Interesse. Zu den wichtigsten materialabhangigen
Einflussfaktoren fur die Biofilmbildung an Oberflachen gelten Rauheit, die
chemische Materialzusammensetzung, die Benetzbarkeit sowie die freie
Oberflachenenergie [YEO et al., 2012].

Eine definiert hohe Mikro- und Makrostrukturierung von Implantatoberflachen fuhrt
zu einer schnelleren und besseren Einheilung in den umgebenden Knochen
[BUSER et al., 1991; WENNERBERG et al., 1998]. Jedoch zeigen die meisten
Studien auch eine positive Korrelation zwischen Oberflachenrauheit und der
Menge der anhaftenden Bakterien [SCARANO et al., 2004; RIMONDINI et al.,
2002; QUIRYNEN et al,, 2002]. SUBRAMANI et al. (2009) kamen zu dem
Ergebnis, dass eine erhohte Rauheit und freie Oberflachenenergie die bakterielle
Anlagerung begunstigt.

In der vorliegenden Studie sollten definierte Oberflachenrauheiten und
Hydrophobizitdten auf verschiedenen Implantatmaterialien untersucht werden.
Soweit bekannt sind beide Faktoren und in lhrer Wechselwirkung noch nicht
wissenschaftlich untersucht worden. Es sollte untersucht werden, ob Unterschiede
im bakteriellen Adharenzverhalten unter den Einflussen der Rauheit, der
Morphologie und der freien Oberflachenenergie auftreten. Hierfur wurden die
beiden Bakterienstamme  Streptococcus sanguinis und  Staphylococcus

epidermidis als Testkeime verwendet und miteinander verglichen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Orale Biofilme

2.1.1 Speichel und Pellikel

Die besonderen Gegebenheiten der Mundhohle machen eine mikrobielle
Biofilmbildung moglich. Eine wichtige Komponente in der Mundhohle stellen die
Speicheldriusen dar. Sie produzieren den Speichel als Grundlage jeder
mikrobiologischen Besiedelung. Es sind die gro3en Speicheldrisen Glandula
parotis, Gl. Sublingualis und GI. Submandibularis, die zu etwa 90% an der
Speichelproduktion beteiligt sind [DEETJEN et al., 2005]. Zusammen mit den
zahlreichen kleinen Speicheldrisen werden am Tag etwa 0,6 -1,5 Liter sezerniert
[MESE et al., 2007; MURER et al., 2005; PEDERSEN et al., 2002; VAUPEL et
al.,2007]. In Ruhe hat der Speichel einen pH-Wert von 6,5 — 6,9, welcher bei
Stimulation bis auf pH 7,2 ansteigen kann [AXELSSON, 2000; VAUPEL et al.,
2007].

Sein hochster prozentualer Bestandteil ist Wasser mit 99% [HUMPHREY et al.,
2001]. Weitere Bestandteile sind organisch und anorganisch, die jeweils
interindividuell stark schwanken [VAUPEL et al., 2007]. Natrium, Kalium, Calcium,
Phosphat, Chlorid, Magnesium und Hydrogenkarbonat zahlen dabei laut
BUDDECKE (1981) zu den wichtigsten anorganischen Bestandteilen. Weitere
lonen sind Kupfer, Fluor, Jod und Stickstoffverbindungen. Die organischen
Bestandteile werden zum groRten Anteil aus Makromolekilen (Muzine,
Glykoproteine, prolinreiche Proteine), Enzymen (Lipasen, Amylasen, Lysozym),
Laktoferrin und sekretorischen Immunglobulinen A, aber auch aus Harnstoff,
Harnsaure, Lactat, Glucose, Citrat und reduzierenden Substanzen gebildet
[BUDDECKE, 1981; MYERS und FERRIS, 2007; VACCA et al., 2000; MESE et
al., 2007].

Neben Spul-, Puffer-, Andauungsfunktion, De- und Remineralisation [HARA et al.,
2010, 2006; HUMPHREY et al., 2001] sowie antibakterieller und antiviraler
Funktion des Speichels [HUMPHREY et al., 2001], fordert und begunstigt dieser
die Adsorption (Anreicherung von Stoffen an der Oberflache eines Festkorpers)
der Makromolekule auf den oralen Oberflachen, die Substratbereitstellung fur die

bakterielle Energiegewinnung und damit deren Wachstumsmoglichkeit [aus
11
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KLIMEK, 2007]. Hierbei zeigen die einzelnen Speichelkomponenten fur die
Grundsubstanz der Zahne, dem Hydroxylapatit, unterschiedliche Affinitaten
[LENDENMANN et al., 2000].

Die Pellikel-bildung ist der erste Schritt in der Biofilmbildung [KOHAVI et al., 1995].
Durch die selektive Adsorption von Proteinen aus dem Speichel an der
Zahnoberflache entwickelt sich eine Schicht aus Biopolymeren, der Pellikel (sog.
Schmelzoberhautchen oder aquired pellikel) [ARMSTRONG, 1967; RYKKE et al.,
1990; YAO et al., 2001]. Diese Biopolymereschicht entsteht innerhalb von
Sekunden auf gereinigten Schmelzoberflachen [NORDE, 1984]. Nach HANNIG
(1999b) und VACCA et al. (2000) erfolgt die Pellikelbildung in Minuten. Es ist
somit der erste Belag, der frei von Bakterien ist und auf Zahn- und
Zahnersatzoberflachen haftet [HANNIG et al., 2007b].

Der molekulare Aufbau des Pellikels ist komplex. STIGLER und HANNIG (2003)
fassten alle Proteine des Pellikels, die durch in-vivo- und in-vitro-Untersuchungen
identifiziert worden sind, zusammen. Zu diesen zahlen prolinreiche Proteine
(Vorlauferproteine), Statherin (Kalzium-Prazipitations Verhinderer), Histatin
(zytotoxische Wirkung auf Pilze und Bakterien), a-Amylase (Starkeabbau),
Glycosyltransferasen (Katalysator  fur 1,3-glykosidische Bindungen),
Carboanhydrase (Saureregulation), Lysozym (Zerstorung der Bakterienzellwand),
Laktoferrin (Bakteriostatische Wirkung), MG-1 & MG-2 (Lubrikant), Cystatin
(antibakterielle und antivirale Eigenschaften), S-IgA (Immunabwehr), Albumin
(kolloidosmotische Druck, Transporter), Komplementfaktor 3/3c (Aktivierung des
Komplementsystems), Fibrinogen (Faktor | der Blutgerinnung), Fibronektin
(Gerustprotein), Agglutinin (Verbindung von Bakterien), Calgranulin B (Kalzium-
Bindung) und Cytokeratin (Zellstrukturprotein) [STIGLER und HANNIG, 2003].
Teile der im Speichel vorkommenden Proteine wurden auch im Pellikel gefunden
[LI et al., 2004b]. Damit ist die Adsorption hoch selektiv [HANNIG et al., 2009a].
Des Weiteren sind Kohlenhydrate [MAYHALL et al., 1976], Lipide [SLOMIANY et
al., 1986] sowie Aminosauren [SONJU et al., 1975; AL-HASHIMI et al., 1989;
RYKKE et al., 1989; YAO et al., 2003] enthalten. Die Transaminasen AST und
ALT sind weitere Enzyme im Pellikel, die zur intrinsischen Reifung der Pellikel-
Proteine beitragen [HANNIG et al., 2009a]. Die Adsorption von Proteinen wahrend
der Interaktion mit der intraoralen Festkorperoberflache und die dabei entstehende
Biopolymereschicht, erfolgt Uber verschiedene Bindungstypen. THYLSTRUP

(1986) beschrieb, dass durch Calcium-lonen die Schmelzoberflache negativ
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geladen wird, weil diese lonen eine hohe Affinitat besitzen in Losung zu gehen, die
unter physiologischen Bedingungen jedoch neutralisiert wird. Nach HAY (1973)
und BENNICK et al. (1981) erfolgt die Adsorption der Biopolymere des Speichels
initial Uber elektrostatische Bindungen mit Calcium- und Phosphatgruppen der
Hydratationsschicht des Schmelzes. Die elektrostatischen Krafte auf biologischen
Oberflachen werden aus den Van-der-Waals-, lonen- und Dipolkraften sowie aus
Wasserstoffbriuckenbindungen initiiert [GLANTZ et al.,, 1999]. Van OSS (2003)
unterschied in den wirkenden Kraften grof3e (50-100 nm, Van-der-Waals- und
Coulombkrafte) mittlere (10-50 nm, hydrophobe Wechselwirkungen) und kurze
(ca. 5 nm, elektrostatische und Saure-Base Wechselwirkungen, ionische
Bindungen,  kovalente  Bindungen und  Wasserstoffbrickenbindungen)
Wirkungsbereiche. Dabei treten die verschiedenen Arten von Wechselwirkungen
gleichzeitig auf und die Adsorption von Proteinen auf der dentalen Oberflache ist
das Resultat [HANNIG und HANNIG, 2009; HANNIG et al., 2006].

Die freie Oberflachenenergie beschreibt dabei die entscheidenden
Oberflacheneigenschaften. Der Kontaktwinkel als Funktion der
Oberflachenenergie definiert die Wechselwirkungen von Flussigkeiten mit
Festkorperoberflachen maf3geblich [JENDRESEN et al.,, 1981; de JONG et al.,
1982]. Nach der Anhaftung auf der Oberflache werden die Proteine durch die
auftretenden Krafte neu ausgerichtet und es findet eine strukturelle Neuordnung
statt [GRAY et al., 2004]. Der nun reife Pellikel hat ambivalente Eigenschaften,
bedingt durch seine Inhaltstoffe. Er ist Lubrikant, Schutzfilm, antierosive Barriere
und hat direkte antibakterielle Eigenschaften (S-IgA). Zudem kann er die
bakterielle Adhasion uber spezifische Bindungen erleichtern. [HANNIG und
JOINER, 2006; HARA et al., 2006; LENDENMANN, et al.,, 2000]. Amylase,
prolinreiche Proteine, Mucin, MG 2, Fibrinogen und Lysozym werden dazu als
spezifische Rezeptoren fur die bakterielle Adharenz benannt [HANNIG et al.,
2004a+b; HANNIG et al., 2006; HANNIG und HANNIG, 2009].

13
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2.1.2 Mikroorganismen und Biofilmbildung

Ein Biofilm ist eine mikrobiell akkumulierte, sessile Gemeinschaft, deren Zellen die
Eigenschaften haben, irreversibel auf einem Substrat, an Grenzflachen oder
aneinander zu adharieren. Die Zellen des Biofilms sind in einer Matrix aus
extrazellularen polymeren Substanzen (EPS, umhullende Schleimmatrix)
eingebettet, die sie selbst produzieren, und sie weisen im Vergleich zu
planktonischen Zellen einen veranderten Phanotyp in Bezug auf Wachstumsrate
und Gen-Transkription auf [DONLAN und COSTERTON, 2002].

Die Mikroorganismen, die nicht adharieren, sondern frei schwebend in einer
wassrigen Umgebung gefunden werden, werden als planktonische Zellen
bezeichnet und bilden sich uberwiegend in hochhydriertem Milieu [O'TOOLE et al.,
2000]. Es gibt somit im Grundsatz zwei verschiedene Formen mikrobieller
Lebensweisen. Planktonisch erfolgt das bakterielle Wachstum frei schwebend in
Suspensionen, wahrend bei der mikrobiellen Biofilmbildung das bakterielle
Wachstum auf festen Oberflachen erfolgt [COSTERTON et al., 1994a+b]. Diese
mikrobiellen Gemeinschaften bilden Mikrokolonien aus, die miteinander durch sehr
komplexe Kommunikations-Methoden, auch als quorum sensing bezeichnet,
interagieren [HUANG et al., 2011]. Biofilme werden als eigenes Okosystem
betrachtet und haben die Fahigkeit sensibel auf Umweltreize zu reagieren
[COSTERTON et al.,, 1994b; LILIEMARK et al.,, 1997]. Sie sind vor allem
verantwortlich fur die Entwicklung chronischer Infektionen [HOYLE und
COSTERTON, 1991]. Bakterien des oralen Biofims fuhren zu den
Infektionskrankheiten Karies, Gingivitis, Parodontitis, Peri-Implantitis und
Stomatiden [SUBRAMANI et al., 2009].

14
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2.1.2.1 Aufbau und Bildung

Abb. 1 Phasen der Biofilmentwicklung [Monroe, 2007]

In der Literatur werden vier Stadien der Biofilmbildung beschrieben: 1. Transport
der Mikroorganismen zur Materialoberflache, 2. Initiale Adhasion, 3. Irreversible
Bindung oder sekundare Adhasion und 4. Kolonisation oder Reifung [BOS et al.,
1999; DOYLE und ROSENBERG, 1990; SCHEIE et al., 1994]. Ein aktuell finftes
Stadium flgt sich hinzu, das sogenannte quorum sensing, in dem Uber
anspruchsvolle Kommunikationsformen untereinander genetische Programme
aktiviert werden (zum Beispiel zur kollektiven Ablésung) [HUANG et al., 2011]
(Abb. 1).

Der zur irreversiblen Adhasion und damit fir das Fortbestehen und zur
Proliferation von Bakterien wichtige Transport zu intraoralen Oberflachen kann
passiv. durch Brown'sche Molekularbewegungen oder aktiv  durch
Eigenbewegungen der Mikroorganismen erfolgen [BRADSHAW et al., 2001,
THEUGELS et al., 2006; AN und FRIEDMANN, 1998; BOS et al., 1999].

15
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Abb. 2 Schematische Skizze der Anordnung von Bakterienstdmmen, die dentale Biofiime
bilden. [aus RICKARD et al., 2003]

Die initiale Adhasion ist der zweite Schritt in der Biofilmbildung und hat zudem
Einfluss auf die reife Biofilm-Zusammensetzung [HAUSER-GERSPACH et al.,
2007; KOLENBRANDER, 2000]. Hierbei adharieren selektiv sogenannte
Pionierbakterien, vor allem Kokken (z.B. Streptococcus mitis (S.mitis),
Streptococcus sanguinis (S. sanguinis), Streptococcus oralis (S oralis)) und
Actinomyceten (z.B. Actinomyces naeslundii (A. naeslundii)), (Abb. 2) [DIAZ et al.,
2006; LI et al., 2004a; COWAN et al., 1987].
Dabei verstarkt die aktive Bildung von spezifischen Interaktionen (physikalischen /
chemischen) zwischen Bakterien und Speichelproteinen die Adhasion [van der
MEI et al., 2008; HERMANSSON, 1999]. COWAN et al. (1987) folgern, dass eine
Kombination aus elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen die
initiale Adhasion von S. sanguinis zum Pellikel vermittelt. Dabei stellten sich
Adsorptions- und Desorptionsvorgange ein [COWAN et al., 1986]. Nach MEI et al.
(2009); BUSSCHER und van der MEI (1997) treten in der initialen Adhasion
Wasserstoffbrickenbindungen und unspezifisch abstoRende und anziehende
Krafte auf, wobei Wasserstoffbruckenbindungen durch Van-der-Waals-Krafte
16
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Uberwiegen. Dies gilt vor allem fur Pionierbakterien wie S. sanguinis und S. mitis
[MEI et al., 2009]. Dabei Uberlagern die Van-der-Waals-Krafte die mogliche
Existenz von abstoflenden Wechselwirkungen [HERMANSSON, 1999]. Jedoch
auch TEUGHELS et al. (2006) teilen die auftretenden Krafte in abstoRende,
anziehende oder in das Vorhandensein beider Krafte ein. Diese ausgewogene
Interaktion zwischen abstoRenden und anziehenden Wechselwirkungen wird in
der sogenannten DLVO-Theorie von DERJAGUIN und LANDAU beschrieben
[GLANTZ et al., 1999; HERMANSSON, 1999]. Zu dem kann mit dieser Theorie die
in einer wassrigen Losung stattfindende Interaktion zwischen negativ geladenen
Bakterien und der negativ geladenen Festkorperoberflache beschrieben werden
[HANNIG und HANNIG, 2009]. Nach HANNIG und HANNIG (2009) erfolgt die
initiale bakterielle Besiedelung und Adhasion an einer Pellikel-beschichteten
Oberflache durch Fimbrien, Kraften mit langem, mittlerem und kurzem
Wirkungsbereich und durch spezifische Rezeptor-Adhasin-Wechselwirkungen. Die
Krafte konnen dabei anziehend (hydrophobe Wechselwirkungen, Van-der-Waals-
Krafte, Wasserstoffbricken, Kalzium-Bricken), abstollend (elektrostatische
Wechselwirkungen) oder beides (Saure-Base-Wechselwirkungen) sein
[THEUGELS et al., 2006]. Nach McCONNELL (2010), spielen fur eine initiale
Adhasion die Kombination von elektrostatischer AbstoRung und die Calcium-
lonen-Abgabe aus der Schmelzoberflache eine wichtige Rolle, da sie den Effekt
der bakteriellen Reduzierung haben.

In der frihen Phase der Kolonisation von S. sanguinis spielen zwei
Schlusselfaktoren eine Rolle, physiko-chemische Oberflachencharakteristika der
Substrate und die stereospezifischen Wechselwirkungen mit dem Pellikel
[HAUSER-GERSPACH et al., 2007; HERMANSSON, 1999]. Die GrolRe der dabei
auftretenden ,Gesamt-Adhéasionskraft beruht nach Uberlegungen von MEI et al.
(2009) auf dem Wechselspiel zwischen der Anzahl an ausgebildeten Bindungen
und deren Starke. Wichtige Bindungspartner zwischen Pellikel und Bakterien sind
die Adhasine, sogenannte Bindungsproteine, die auf der Bakterienoberflache
lokalisiert sind [KELLY et al., 1990; OFEK et al., 1990; ABEYGUNAWARDANA et
al., 1991]. Als die fur die Adhasion wichtigsten bakteriellen Protein-Adhasine-
Gruppen bezeichnen NOBBS et al. (2011) die Serine-rich-repeat (Srr) Familien,
Antigen 1/ll Familien, Pili/Fimbrien, Proteine der aul’eren Membran und Auto-
transporter (siehe Tab. 1).

17



LITERATURUBERSICHT

Tab. 1

Protein Group Protein(s) Species Function(s) and/or Substrata
Serine-rich repeat Fapl S. parasanguinis Salivary pellicle
(Srr) family
Hsa/GspB S. gordonii Salivary pellicle (gp-340); fibronectin; host cells
Antigen I/1l family SpaP S. mutans Salivary pellicle; host cells (a.B, integrins);
fibronectin; type | collagen; laminin
SspA/SspB S. gordonii Salivary pellicle (gp-340); host cells (s, integrins);
fibronectin; type | collagen; co-aggregation
(Actinomyces spp.,
P. gingivalis, C. albicans)
Pili/Fimbrice FadA F. nucleatum Epithelial/endothelial cells

FimA (major) fimbriae;
Mfal (minor) fimbrice

P. gingivalis

Host cells (aB,/a:B, integrins); fibronectin; type |
collagen; co-aggregation (S. gordonii]

Flp1 A. actinomycetemcomitans Epithelial cells; salivary pellicle
FimP/Q (type I)/ FimA/B A. oris Salivary pellicle; host cells; (Gal-GalNAc receptors);
(type 2) co-aggregation (Streptococcus spp.)
PilA, B, C S. sanguinis Fibronectin; epithelial cells
QOuter membrane FomA F. nucleatum Porin protein; salivary pellicle (statherin);
proteins co-aggregation (P. gingivalis)
HBP35 P. gingivalis Co-aggregation (A. naeslundii; S. gordonii;
S. mutans)
Msp T. denticola Epithelial cells; fibronectin, fibrinogen, laminin, type |
collagen; co-aggregation (F. nucleatum;
P. gingivalis)
Aae/ApiA/EmaA A. actinomycetemcomitans Epithelial cells; type | collagen
RadD F. nucleatum Co-aggregation (Streptococcus spp.)

Dargestellt sind eine ausfiihrliche Aufstellung der bakteriellen Protein-Adhasine und

deren funktionelle Eigenschaften [aus NOBBS et al., 2011]

Im dritten Schritt erfolgt die irreversible Adhasion durch aktive bakterielle Prozesse
[FLEMMING et al., 2007]. Nach Anlagerung der sogenannten Pionierbakterien
erfolgt die Festigung der bestehenden Adhasionkrafte zwischen Bakterien und
Pellikel-Oberflachen durch Ausbildung spezifischer Bindungen. Dazu fand van der
MEI et al. (2008) heraus, dass dabei hohere Adhasionskrafte in spezifischen
Bindungen als in unspezifischen Bindungen auftraten und erklarte dies dadurch,
dass sich die Krafte mit der Zeit verstarkten. Eine Ubersicht gibt Abbildung 3, die
die mikrobiellen Adhasine als gestielte Saugnapfe (z.B. Pilus), Pellikel-Rezeptoren
als molekulare Spharen und Polysaccharide (RPS und Glucan) als hellgrin
umgebenden Halo der Streptokokken-Zellen zeigt [aus NOBBS et al., 2011]. Die
Adhasine sind entsprechend der Nomenklatur in Tabelle 1 erfasst. Glucan-
bindende Proteine (GBP) sind nicht in der Tabelle 1 enthalten, obwohl diese nach
KOO et al. (2010) eine wichtige Rolle in Verbindung mit Glucosyltransferasen
(GTF) fur die Kolonisierung von Streptococcus mutans (S. mutans) spielen. Die
Srr-Proteine beschreibt CASPERS (2006) als sehr gro3e zellwandassoziierte
Adhasine [TAKAMATSU et al., 2006]. Sie dienen der Bakterienzelle zur Bindung
an den Pellikel. Die so ermdglichte Kolonisierung von Wirtsoberflachen hat auf die
von den
[BENSING und SULLAM, 2002].

Pathogenitat jeweiligen pathogenen Bakterienstammen Einfluss
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Abb. 3 Schematische Darstellung der auftretenden Wechselwirkungen zwischen oralen
Mikroorganismen und dem Wirtsgewebe, die zur Bildung von mikrobiellen
Gemeinschaften in der menschlichen Mundhéhle beitragen. [aus NOBBS et al., 2011]

Die bakterielle Monoschicht entwickelt sich im Verlauf der Kolonisations- /
Reifungssphase zu einem gereiftem Biofilm, bedingt durch die Proliferation der
adharenten Bakterien und die Anlagerung weiterer Keime (Koadhasion)
[TEUGHELS et al., 2006]. Diese weiteren Organismen adharieren langfristig durch
Koaggregation zwischen einem Lektin-Protein und einem Kohlenhydrat-Rezeptor
[RICKARD et al., 2003]. Die durch Lektin-Proteine vermittelte Koaggregation
zwischen den verschiedenen Bakterienstammen kann durch Laktose und
Galaktoside gehemmt werden [KOLENBRANDER et al., 2006]. SCHIERHOLZ et
al. beschrieb schon im Jahr 1999, Adhasion, Koadhasion und Koaggregation als
spezifische Haftungsmechanismen. Alle oralen Mikroorganismen besitzen
membranstandige Adhasionsstruckturen fur eine Wechselwirkung mit anderen
Bakterien [KOLENBRANDER et al., 1993]. Laut LI et al. (2004a) und DIAZ et al.
(2006) fordern Koaggregationen und Interaktionen zwischen den einzelnen
mikrobiellen Anteilen die Entwicklung eines noch komplexeren Biofilms. Innerhalb
eines Tages entsteht so ein ,Bakterienteppich® aus Pellikelbestandteilen und
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mehrlagigen Zellanordnungen [HELLWIG, 2010]. Forderlich dabei ist eine
symbiotische Wirkung unter den Bakterien. Laktat als Stoffwechselprodukt von
Streptokokken und Lactobacillen stellt fur Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. actinomycetemcomitans) und Veillonellen eine suffiziente Energiequelle dar
und wird als eine entscheidende Antriebskraft in der symbiotischen Verknupfung
zwischen den oralen Biofiimbakterien angesehen [JAKUBOVICS und
KOLENBRANDER, 2010]. Die Kommunikation im Biofilm, die als quorum sensing
bezeichnet wird, nutzen Bakterien um Prozesse zu koordinieren [HUANG et al.,
2011]. Eine solche Kommunikation durch Wechselwirkungen zwischen den
Bakterien und bakteriellen Spezien in der Mundhdhle fuhrt dabei in einem oder in
beiden der Partnerorganismen zu Veranderungen in der Genexpression
[JAKUBOVICS und KOLENBRANDER, 2010]. Die Genexpression fuhrt zur
Induktion von Signalmolekulen und diese regen wiederum die Zellen im Biofilm zur
Produktion von Botenstoffen an [LOFFLER et al., 2007] . Die Folgen des quorum
sensing sind Bildung von Clustern, Auspragung von Pathogenitatsfaktoren
(Erhdhung der bakteriellen Resistenzen) und eine spezifische Enzymproduktion
[SCHULZE et al., 2008].

Der gereifte Biofilm auf oralen Oberflachen wird auch als dentale Plaque
bezeichnet [HEIDEMANN und BECKER, 1999]. Die Bedingungen fur die
Mikroorganismen in der Plaque andern sich zeitabhangig und damit auch ihre
Zusammensetzung. Die Pionierbakterien, die eine zentrale Rolle bei der initialen
Adhasion spielen, sind nur in geringer Anzahl vorhanden und eine Zunahme von
obligat anaeroben Bakterienarten (Veillonellen, Fusobakterien, Stabchen,
Corynebakterien und Filamente) ist zu verzeichnen [MARSH et al., 2003]. Die
dentale Plagque kann dann nicht mehr durch eigene Selbstreinigungskrafte der
Mundhdhle entfernt werden [MARSH et al., 2004].
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2.1.2.2 Zusammensetzung

Biofilme bestehen zu einem Groliteil aus Wasser [DONLAN und COSTERTON,
2002]. Dabei sekretieren die Mikroorganismen durch aktive Ausscheidung oder
durch Zelllyse lange extrazellulare polymere Molekule (EPS), die in Verbindung
mit Wasser Hydrogele bilden, so dass die Matrix, ein makromolekulares Gerust fur
die umgebenden Zellen entsteht, in welchem Nahrstoffe und andere Substanzen
geldst sind [JAKUBOVICS und KOLENBRANDER, 2010]. Das Matrixspektrum aus
Biopolymeren umfasst Polysaccharide, Proteine, Lipide und Nukleinsauren
[FLEMMING und WINGENDER, 2010]. Die Polysaccharide werden durch
Streptokokken produziert, die eine grof3e Rolle in der Entwicklung der dentalen
Karies spielen [RUSSELL, 2009]. Nach DEWHIRST et al. (2010) wurden 619
Bakterienspezies in der Mundhohle sequenziert, dabei entfallen auf die sechs
groBen Stamme Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobakterien, Actinobacterien,
Spirochaten und Fusobakterien 96% der Taxa. Die Ubrigen Stamme,
Euryarchaeota, Chlamydiae, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes und
TM7 machen die restlichen 4% der Taxa aus [DEWHIRST et al., 2010].
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2.2 Biomaterialien und deren Eigenschaften

2.2.1 Hydrophobizitat und freie Oberflichenenergie surface free energy
(SFE)

Analysen zur SFE auf Materialoberflachen erfolgen beispielsweise Uber
Kontaktwinkelmessungen. Aus Kontaktwinkelmessungen mit verschiedenen
Flussigkeiten kann die freie Oberflachenenergie (SFE) errechnet werden
[BUSSCHER et al., 1984]. Dabei wurde eine Korrelation zwischen Hydrophobizitat
und freier Oberflachenenergie festgestellt. Denn steigt die Hydrophobizitat so sinkt
die freie Oberflachenenergie [van LOOSDRECHT et al., 1987]. Die freie
Oberflachenenergie wird dabei in der SI-Einheit J/m? oder in Nm/m? angegeben
[ADAM, 2009]. Die freie Oberflachenenergie beschreibt die Gesamtenergie einer
Festkorperoberflache  und ist  vergleichbar mit der  auftretenden
Oberflachenspannung bei FlUussigkeiten, die zur Beschreibung der freien
Oberflachenenergie auf Grenzflachen von Flussigkeiten dient [HANNIG und
HANNIG, 2009]. Dabei haben die polaren Gruppen die Eigenschaft der
Hydrophilie und zeigen eine hohere freie Oberflachenenergie [ATKINS und de
PAULA, 2001] und sind hochenergetisch [QUIRYNEN und BOLLEN, 1995].
Hydrophobe Wechselwirkungen haben einen grof3en Einfluss auf viele Arten von
Strukturbildungen in biologischen Systemen, z.B. Faltung von Proteinen und
Membranen [GLANTZ et al., 1999].

Orale Oberflachen werden in kirzester Zeit mit einem proteinreichen Film, dem
Pellikel Uberzogen [VACCA et al.,, 2000; HANNIG, 1999b]. Die Proteinbildung
(Pellikelbildung) auf oralen Oberflachen fuhrt zur Anhebung der SFE (surface free
energie) auf Materialien mit niedriger Oberflachenenergie und zur Abnahme der
SFE auf Materialien mit hoher Oberflachenenergie [van DIJK et al., 1987]. Da es
an hydrophilen Oberflachen bevorzugt zu Wasseranlagerungen kommt, wird ein
Adharieren von Proteinen vermindert [LINDH et al., 2002]. Dementsprechend
wurde auf hydrophoben Oberflachen eine schnellere und hohere Adharenz von
Proteinen beobachtet [LINDH et al., 2002]. Bei der bakteriellen Adhasion kommt
es zu einem Zusammenwirken von freier Oberflachenenergie des Bakteriums und
der Substratoberflache sowie der Oberflachenspannung der umgebenden
Flussigkeit [ABSOLOM et al.,, 1983]. Ist die Oberflachenspannung der

umgebenden Flussigkeit grolRer als die freie Oberflachenenergie des Bakteriums,
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so wird die freie Energie der Adhasion weniger negativ, was zu einer vermehrten
Adhasion von Bakterien auf niedrigenergetischen und damit hydrophoben
Oberflachen fuhrt [QUIRYNEN und BOLLEN, 1995]. Die molekulare Struktur
scheint dabei eine Schlusselrolle zu spielen.

Die bakterielle Adhasion ist energetisch ungunstig, wenn der Wert der freien
Oberflaichenenergie vom Zahnschmelz kleiner als 0,05 J/m? ist [BUSSCHER et al.,
1984]. Auch nach HANNIG et al. (2009) ist eine bakterielle Adhasion von der
Hydrophobizitat bzw. Hydrophilie der Pellikel-, Bakterien- und Materialoberflache
abhangig. NASER (1990a+b) zeigte, dass hydrophile Oberflachen aufgrund der
hoheren Reaktionsfreudigkeit von hydrophilen Gruppen eine hohere freie
Oberflachenenergie aufweisen. HAUSER-GERSPACH et al. (2007) zeigten dass
Hydrophobizitdt im Beisein von adsorbierten Speichelkomponenten einen
signifikanten Einfluss auf die bakterielle Adhasion auf Dentalmaterialien hat.
BOYCE et al. (1983) =zeigten das Mucine als Speichelkomponente auf
Epitheloberflachen von Hasen diese signifikant starker hydrophil machten und
dass die Mucine dadurch eine sehr niedrige freie Grenzflachenenergie erzeugen,
die als Folge die bakterielle Adhasion hemmen konnte. Auch fur TEUGHELS et al.
(2006) ist der Einfluss der freien Oberflachenenergie auf die Adsorption von
Bakterien an Oberflichen ein entscheidender Faktor. FERREIROS et al. (1989)
konnten eine signifikante Korrelation zwischen der freien Oberflachenenergie von
biokompatiblen Materialien und der Anzahl der adharierten Bakterien feststellen.
Nach AL-RADHA et al. (2012) ist scheinbar auf glatten Oberflachen die SFE der
wichtigste Faktor fur die initiale bakterielle Adhasion. Gegenuber der Rauheit
scheint der Einfluss der freien Oberflachenenergie fur die initiale bakterielle
Adhasion jedoch nur von untergeordneter Bedeutung zu sein [BURGERS et al.,
2010a].
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2.2.2 Rauheit und Messmethoden

Die Rauheit intraoraler Oberflachen beeinflusst die bakterielle Adhasion ebenfalls
[YEO et al.,, 2012]. In der Literatur werden unterschiedliche Methoden zur
Messung der Rauheit von Oberflachen beschrieben. Anwendung finden die
zweidimensionale Profilometrie (2D-Profilometrie, Tastschnittverfahren), die
Raster-Kraft-Mikroskopie  (AFM, atomic force  microscopy) und die
Rasterelektronenmikroskopie  (REM). Allgemein ist ein  Werkstick mit
vollkommener geometrischer Oberflache nicht zu fertigen [TSCHERNIN, 2003].
Jede Oberflache weist Abweichungen auf. Es gibt MaRabweichungen, Form- und
Lageabweichungen, Welligkeiten und Rauheit in unterschiedlicher Auspragung.
Das Deutsche Institut fur Normung listet samtliche Abweichungen in deren
,Oordnungssystem fur Gestaltabweichungen® (DIN 4760) auf. Mit Hilfe der
Oberflachenmesstechnik konnen Oberflachen gepriuft und verglichen werden.
Dabei gilt die 2D-Profilometrie in der Literatur als suffizient [ KOCHER et al., 2002].
Bei der Tastschnittprofilometrie wird die zweidimensionale Oberflachenstruktur
abgetastet und in einen eindimensionalen Profilschnitt umgewandelt
[STOCKHAUSEN, 2009]. Die Erfassung ubernimmt eine kegelformige Diamant-
Tastspitze, die mit Hilfe eines Vorschubgerates uber die Oberflache gefuhrt wird
[STOCKHAUSEN, 2009]. Ein elektromechanischer Wandler an der Tastspitze
erzeugt die fur den Auswertrechner notigen elektrischen  Signale
[STOCKHAUSEN, 2009]. Der Spitzenradius betragt etwa 5 ym [STOCKHAUSEN,
2009]. Mittels Filter kann die Formabweichung und Welligkeit von der Rauheit
getrennt werden.

Mit der Raster-Kraft-Mikroskopie (AFM) ist die atomare Auflosung von
Oberflachenstrukturen moglich, wobei die Abtastung zweidimensional erfolgt
[STOCKHAUSEN, 2009]. Bei der AFM-Methode wird eine auf einem
Federelement befestigte einatomige Spitze durch Vorschub Uber die Oberflache
gefuhrt. Eine Auslenkung dieses Federelementes wird durch einen Laserstrahl
uber einen Sensor erfasst, wodurch minimalste Niveauunterschiede detektierbar
werden. [STOCKHAUSEN, 2009]

In der Rasterelektronenmikroskopie (REM) konnen Objekte ohne mechanische
Abtastung untersucht werden. Durch die elektronenoptische Verkleinerung eines
beschleunigten Elektronenstrahles, der Elektronensonde, konnen Feinstrukturen
erfasst werden. Der Elektronenstrahl wird mit Hilfe von Magnetfeldern uber die
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Objektoberflache gelenkt und diese dadurch abgerastert. Die auftreffenden
Elektronen kdnnen vom Objekt durchgelassen, abgebremst, abgebeugt, gestreut,
reflektiert oder sekundar herausgelost werden. Die Detektion dieser
verschiedenen Wechselwirkungen ermoglicht es Informationen Uber die
Beschaffenheit des Objektes zu bekommen. Um Wechselwirkungen mit Atomen
und Molekulen aus der Luft zu vermeiden wird ein Hochvakuum erzeugt. Die
Auswertung der Signale erfolgt und wird anschlielend in Grauwerten dargestellt.
Der groBte  Vorteil dieser  mikroskopischen  Methode ist seine
VergroRerungsfahigkeit. [ARDENNE, 1938]

Es kdnnen so bis zu 1.000.000-fache VergroRerungen dargestellt werden. Durch
Elektronenmikroskopie wurde der Beginn der initialen bakteriellen Adhasion und
Kolonisation in Rissen, Rinnen, Furchen, Perikymatien und Defekten auf
Schmelzoberflachen verifiziert [LIE, 1977, 1979; LIE und GUSBERTI, 1979;
NYVAD und FEJERSKOV, 1987]. KAKABOURA et al. (2007) verglichen die
Oberflachencharakteristiken von Kompositen mit Hilfe von AFM, REM und 2D-
Profilometrie. Hierbei war die AFM-Methode besser geeignet um
Oberflachenrauheiten zu unterscheiden, als die im Vergleich dazu gemachten 2D-
Profilometrien [KAKABOURA et al., 2007]. Die AFM-Methode lieferte eine
genauere Definition der Oberflachentopografie als die REM-Aufnahmen
[KAKABOURA et al., 2007].

Liegen Rauheitswerte unter 0,2 ym vor, werden Oberflachen von ALBREKTSSON
und WENNERBERG (2004), als ,glatt“ bezeichnet. In Bezug zu Biofilmen auf
Titanoberflachen fanden BOLLEN et al. (1996, 1997) heraus, dass Oberflachen
mit einem R,-Wert von mehr als 0,2 ym die Bildung eines Biofilms erleichtern.
Mittenrauheitswerte (Ra) kleiner als 0,2 ym haben keinen Einfluss mehr auf die
Biofilmzusammensetzung und deren Quantitat [QUIRYNEN et al., 1996].

In den meisten vergleichbaren Untersuchungen hierzu ist der arithmetische
Mittelwert R,, der Parameter, der die Implantat-Oberflachenrauheit beschreibt
[MEIER et al.,, 2012; AL-AHMAD et al., 2010; BOLLEN et al., 1996, 1997;
BURGERS et al., 2010]. Ro-Werte scheinen aber alleine nicht ausreichend zu
sein, um den Einfluss von Oberflachenbeschaffenheit auf die mikrobielle
Besiedelung ausreichend zu definieren [KAKABOURA et al., 2007]. In neueren
Studien wurden daraufhin Rauheitsmessungen durch AFM-Aufnahmen (atomic
forced microscopy) vorgenommen, welche zu einer wesentlich genaueren
Beschreibung der Oberflachenmorphologie fuhrten [KAKABOURA et al., 2007;
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FAVERANI et al., 2013; SKOVAGER et al.,, 2013; AL-AHMAD et al., 2010].
Daruber hinaus bietet die AFM-basierte Methodik dynamische und quantitative
Informationen Uber die Protein-Adhasion im Nanometer-Bereich [WANG et al.,
2004].

BURGERS et al. (2010a) zeigten zudem, dass raue Oberflachen die bakterielle
Adhasion verbessern, dieses sowohl in in-vivo- als auch in in-vitro-Versuchen. AL-
AHMAD et al. (2010) untersuchten die Biofilmbildung auf verschiedenen
Implantatmaterialien und kamen zu dem Ergebnis, dass die Biofilmdicke mit der
Oberflachenrauheit  korreliert.  Zusatzlich zur Rauheit ist die freie
Oberflachenenergie als Einflussfaktor auf die orale Biofilmbildung weitreichend
akzeptiert. Welchen Einfluss beide Parameter (freie Oberflachenenergie und
Rauheit) auf die supragingivale Biofilmbildung haben, zeigten QUIRYNEN et al.
(1990), in ihrem Versuch mit Polymerstreifen unterschiedlicher Rauheit und hoher
sowie niedriger SFE. Raue Oberflachen zeigten eine viermal hohere
Bioflmansammlung als glatte. Keine signifikanten Unterschiede zeigten dabei die
rauen Oberflachen unterschiedlicher SFEs [QUIRYNEN et al., 1990]. Glatte
Oberflachen mit hoher SFE akkumulierten mehr Biofilm als glatte
niedrigenergetische Oberflachen [QUIRYNEN et al., 1990]. QUIRYNEN et al.,
(1990) kamen zu dem Schluss, dass der Einfluss der Rauheit den Einfluss der
freien Oberflachenenergie Ubersteigt. Dennoch gibt es widersprichliche
Aussagen. So zeigen Proben mit hydrophoben Eigenschaften, dass sich die
Mengen der anhaftenden Mikroorganismen durchaus verringern, aber ebenso
erhdhen kénnen [GRIVET et al., 2000; HANNIG und HANNIG, 2009]. Obwohl in
vielen Studien die Oberflachenrauheit gegenuber der freien Oberflachenenergie
als der dominierende Faktor fur die bakterielle Adhasion beschrieben wird, ist dies
bisher nicht eindeutig erwiesen [BURGERS et al., 2010a+b; QUIRYNEN et al.,
1990; TEUGHELS et al., 2006; GROSSNER-SCHREIBER et. al., 2001].
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2.2.3 Titan-Implantate

Implantate bestehen heute in den meisten Fallen aus Titan [REPENNING, 2006].
Titan ist ein unedles Metall [ILSCHNER und SINGER, 2010]. Als bioinerter
Werkstoff bildet Titan an der Oberflache, in der Gegenwart von Luftsauerstoff, eine
Passivierungsschicht aus Oxid [BENEDITTIS et al., 1999; SIMON und FABRY,
1991; THULL, 1991]. Diese Oxidschutzschicht ist fur seine Korrosions-
bestandigkeit verantwortlich und ermoglicht die Osseointegration mit dem
umgebenden Knochen [BRANEMARK, 1985; ALBREKTSSON et al., 1981]. Diese
nur wenige Nanometer dicke Schicht [SPIEKERMANN, 1994] auf der Oberflache
von Titanimplantaten kann Uber Wechselwirkungen menschliche Zellen
beeinflussen und im Knochen mit den Osteozyten eine Kontaktosteogenese
eingehen [BRANEMARK et al., 1977]. Die Oxidschicht besteht aus TiO, TiO,,
Ti2O3, Ti3O; dabei ist das TiO, die haufigstes Oxidform [ALBREKTSSON et al.,
1981, 1983].

Nicht nur die Geometrie der Titanimplantate wurde immer wichtiger, sondern die
Oberflache der Titanimplantate selbst ruckte in den Focus der Wissenschaft.
Knochenzellen besiedeln bevorzugt raue Oberflachen [BRUNETTE, 1988; KOECK
et al., 2004]. Auch eine erhdohte metabolische Aktivitat der Osteozyten wurde auf
rauen Oberflachen gefunden [KIESWETTER et al., 1996 a+b]. Eine hohe
Oberflachenrauheit des  transmukosalen Implantatanteiles und  der
Suprakonstruktion eines dentalen Implantates, stellen einen Risikofaktor fur
periimplantare mikrobielle Adhasion und eine daraus entstehende Periimplantitis
dar [QUIRYNEN et al., 2002]. Dementsprechend fanden BURGERS et al. (2010a)
heraus, dass raue Oberflachen die bakterielle Adhasion verbessern und dass der
Einfluss von Rauheit (Rs) dem Einfluss der SFE Uberwiegt. Sie folgerten, dass alle
mikrostrukturierten Teile, die in der Mundhohle Mikroorganismen ausgesetzt sind
also uberhalb des Knochens liegen, hochglanzend poliert werden sollten, um eine
antiadhasive und antiplaque-Wirkung zu erzielen [BURGERS et al., 2010al.
Nachteil des Werkstoffes Titan ist unter anderem die Reibkorrosion. Damit ist die
Abscherung der Oxidschicht in das umliegende Gewebe beim Auftreten intraoraler
Belastung gemeint. [SCHLIEPHAKE et al., 1991]

Desweiteren zeigte Titan eine Infektionsrate von 35%, nach incutaner Impfung von
Staphylococcus aureus, in einer experimentellen Studie [ARENS et al., 1996].
Nachteilig ist die dunkle Farbe von Titan zu bezeichnen, die bei dinnen
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umgebenden Hart- und Weichgeweben zu asthetischen Beeintrachtigungen
fuhren kann [REPENNING, 2006].

Die Periimplantitis, eine Entzindung in der knochernen bzw. weichgewebigen
Umgebung eines Implantates, die langfristig zum Verlust dieser Gewebe fuhren
kann, kann letztendlich den Verlust des Implantates zur Folge haben [ZEZA und
PILONI, 2012]. Sie wird ausgelost durch pathogene Biofiime [DHIR, 2013;
TEUGHELS et al., 2006]. Nach SOUZA et al., (2013) haben bakterielle Biofilme
einen negativen EinfluR auf die Korrosionsbestandigkeit von Titanoberflachen.
Pathogene Mikroorganismen konnen die Passivierungschutzschicht auf
Titanimplantaten auflésen und zu Korrosion fuhren, was die Lebensdauer von
diesen reduzieren kann [GIL et al., 2012]. Zudem entsteht durch
Mikrobewegungen die sog. ,fretting-Korrosion“, was zu einem Abreiben der
Oxidschicht fuhrt, die das umliegende Gewebe infiltriert [REPENNING, 2010].
Hinzu kommt die chemische Korrosion des Titans, die zu einer ,Schwarzfarbung®
an diesen Stellen fuhrt. Diese Mechanismen konnen zu einem Implantatverlust
beitragen. [REPENNING, 2010]

Chemische [LANG et al., 2011; RUPP et al., 2011; DEL CURTO et al., 2005; HU
et al., 2011; FROJD et al, 2011] und elektromechanische Modifikationen
[GIORDANO et al.,, 2011; YOSHINARI et al., 2000] sowie Beschichtungen
[MISTRY et al.,, 2011; THOMA et al., 2011] der Implantatoberflachen fluhren
nachweislich zu einer besseren Osseointegration und einer deutlichen Reduktion
der bakteriellen Besiedlung und Adhasion.
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2.2.4 Keramik-Implantate

Im Vergleich zu Titanimplantaten zeigten auch Keramiken wie Aluminiumoxide
[KAWAHARA et al., 1980; KOHAL et al., 2003], bioaktives Glas [HENCH et al.,
1973; GROSS et al.,, 1981], Hydroxylapatit [DENISSEN et al., 1983] und mit
Keramiken beschichtete Metalle [DENISSEN et al., 1990; AKAGAWA et al., 1990]
einen ausreichenden Knochen-Implantatoberflachen-Kontakt. Versuche mit
Implantatkeramiken, darunter Aluminiumoxiden und Glaskeramiken (Tubinger
Sofortimplantat) [SCHULTE, 1984], zeigten gute Einheileigenschaften zwischen
Knochen und Implantat [WHEELER et al., 1998]. Auch Tricalciumphosphat-
Keramiken (TCP) und Hydroxylapatit-Keramiken (HA) zeigten diese
Einheileigenschaften Uber eine die Keramik umgebende knochenahnliche
Apatitschicht [HING et al., 1999; BENEDITTIS et al., 1999]. Der Verbund von
Knochen mit der Materialoberflache fuhrte wie bei Titan auch bei
Aluminiumoxidkeramik zu einer Kontaktosteogenese [WEBER, 2010]. Jedoch
zeigten Aluminiumoxid-Implantate eine geringere Biegefestigkeit auf als
Titanimplantate und konnten somit den oralen Belastungen nicht standhalten
[KOHAL et al, 2003]. TCP- und HA-Keramiken wiesen sogar eine
Verbundosteogenese auf [DONATH und KIRSCH, 1986; BURAIMOH, 2007],
wobei HA-Keramiken eine mangelhafte Stabilitdt durch einen schlechten Verbund
mit der Titanimplantatoberflache aufwiesen [WAGNER und AL-NAWAS, 2004] und
sich auflosten [HA et al., 2010]. Dentale Keramikimplantate hatten anfanglich
schlechte klinische Eigenschaften, so dass Titanimplantate bevorzugt wurden
[BUSER und BELSER, 1998]. Jedoch sind diese Schwierigkeiten durch neuere
Techniken kompensiert worden [WAGNER und AL-NAWAS, 2004]. Desweiteren
wiesen Keramik-Implantate eine verringerte bakterielle Adhasion und Biofilmdicke
auf [RIMONDINI et al., 2002; BUSSCHER et al., 2010; NASCIMENTO et al.,
2013]. Mit der Entwicklung von Implantaten auf Basis des Zirkoniumdioxids konnte
in der Zukunft ein Durchbruch in der Anwendung der Keramikimplantate erzielt
werden [Z-Implantat®, VOLZ, 2003]. In einem Vergleich zwischen Titan- und
Keramikimplantatmaterialien konnten SCARANO et al. (2004) und RIMONDINI et
al. (2002) zeigen, dass sich an Zirkoniumdioxid-Oberflachen geringere Mengen
bakteriellen Biofilms ansammeln als an Titan-Oberflachen. Dabei ist die
Pathogenitat der Kolonisationskeime an Zirkoniumdioxid zusatzlich geringer.
[SCARANO et al., 2004; RIMONDINI et al., 2002]
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SALIHOGLU et al. (2011) untersuchten Zirkoniumdioxid und Titan-Substrate
hinsichtlich ihrer Neigung zur Adhasion mit zwei parodontopathogenen Keimen.
Sie fanden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Sondierungstiefe
und den vorhandenen Bakterienspezien (A.actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) und den Ubrigen untersuchten Bakterien)
fur Titan-Legierungen und Zirkoniumdioxidoberflachen [SALIHOGLU et al., 2011].
In Bezug auf die SFE zeigten Zirkoniumdioxidoberflachen eine geringere freie
Oberflachenenergie als Titanoberflachen [SALIHOGLU et al., 2011]. Die
Zirkoniumdioxidoberflachen zeigen damit hydrophobe Oberflacheneigenschaften
[REZWAN et al., 2005]. Fur die bakterielle Anhaftung ist eine positiv geladene
Oberflache [APILANEZ et al., 1998] und eine hohe freie Energie jedoch forderlich
[SCHEIE, 1994].

In neueren Studien zum Zirkoniumdioxid konnte gezeigt werden, dass
Zirkoniumdioxid-Implantate mit einer sauregeatzten Oberflache ein histologisch
und ultrastrukturell vergleichbares osseointegratives Verhalten aufwiesen wie
Titanimplantate [NOWAK, 2010]. Eine aktuelle Studie von MULLER et al. (2011b)
zeigte, dass Zirkoniumdioxid-Implantate mit einer durch Zirkoniumdioxidpulver
gestrahlten Oberflache, die eine mittlere Rauheit (R,) von 1,7 ym aufwies, nach
vier Monaten einen hoheren Knochen-Implantat-Kontakt (BIC) hatten als
Zirkoniumdioxid-Implantate mit glatterer oder rauerer Oberflache. In dieser Studie
wurden keine Unterschiede in der Osseointegration von Titan- und
Zirkoniumdioxid-Implantaten gefunden [MULLER et al., 2011b]. Eine
LiteraturGbersicht Uber Zikonoxid-Implantate kommt zu dem Ergebnis, dass
Zirkoniumdioxidimplantate das Potenzial haben, eine Alternative flr
Titanimplantate darzustellen, jedoch sind sie noch nicht hinreichend in den
klinischen Routineeinsatz integriert [OZKURT et al., 2011].
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2.3 Mikroorganismen

2.3.1 Streptococcus sanguinis (S. sanguinis)

S. sanguinis zahlt zu den grampositiven Kugelbakterien (Kokken), die sich in
Ketten formieren und fakultativ anaerob sind. Sie sind den a-hamolysierenden
Streptokokken zuzuordnen und gehoren zur physiologischen Flora des Mund- und
Rachenraumes [HOF et al.,, 2009; HAHN et al., 2009 ]. Die Sanguinis-Gruppe
zahlt zu den Fruhbesiedlern des Pellikels [MARSH und BRADSHAW, 1995;
LILIEMARK et al., 1997]. Optimale Kultivierungsbedingungen fur S. sanguinis
liegen in einem pH-Bereich von 7,2 bis 7,8 und einem Temperaturoptimum von
37°C vor [MULLER und KREHAN, 2011]. Aus Saccharose bilden S. sanguinis
I6sliche und unldsliche extrazellulare Glucane (ein Polysaccharidemolekul des D-
Glucose-Monomers) [GANGLER et al., 2010], die als Matrix des Biofilms bei der
Kariogenese eine wichtige Rolle spielen und zudem anderen Bakterien als
Lebensraum dienen [HOF et al.,, 2009]. Streptokokken sind unteranderem
bedeutend fur die Kariesentstehung [CAUFIELD et al., 1993]. Dabei hullen sich
die Bakterien in die extrazellulare Polysaccharidschicht (EPS) ein [FREYTAG,
2004]. Die Vernetzung der Bakterien untereinander erfolgt uber die EPS [BACH,
2009]. Die adharierenden Molekule werden auch als Polysaccharid-Interzellulares-
Adhasin (PIA) bezeichnet [FREYTAG, 2004]. Im zellularen Aufbau gelten F-
Proteine als die wichtigsten neuen Adhasine, die eine Anhaftung an Oberflachen
vermitteln [GATERMANN und MIKSITS, 2004]. Neben der Adhasin-Rezeptor-
Bindung kann eine Bindung auch Uber spezielle Adhasionsproteine, die Lektine,
erfolgen, die dann an Glykanstrukturen (Polysaccharide) des Pellikels adharieren
[KONDO et al., 1976, MIRTH et al., 1979]. Eine interbakterielle Bindung zwischen
S. mutans und S. sanguinis, den Primarbesiedlern, erfolgt mit Hilfe von
adsorbierten Speichelglykoproteinen [LAMONT et al., 1991]. Nach LAMONT et al.
(1991) vermittelt das ,saliva-agglutinin® als Speichelglykoprotein die Adhasion der
mutans-Streptokokken an die Primarbesiedler. LI et al. (2004a), sowie COWAN et
al. (1987) bezeichneten S. sanguinis als einen der ersten und bedeutendsten
Primarbesiedler. S. sanguinis bildet zudem eine Protease mit der es sIgA spaltet,
und damit die Wirtsabwehr umgehen kann [LEHNERT und AULITZKY, 2006].
Aullerdem bindet sich S. sanguinis an  Neuraminsaurereste der
Kohlenhydratseitenketten von Muzinen des Speichel [NEESER et al., 1995].
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Daten von DO et al. (2011) unterstutzen die Hypothese, dass S. sanguinis-
Stamme  opportunistische  humanpathogene  Erreger sind. Zu den
Oberflacheneigenschaften zeigten HAUSER-GERSPACH et al. (2007), dass dem
Speichel ausgesetzte S. sanguinis-Zellen eine hydrophile Natur haben. lhre
Oberflache ist jedoch nach GRIVET et al. (2000) hydrophob. Weiterhin konnten
eine Reihe von Untersuchungen zeigen, dass insbesondere Actinomyces
naeslundii und Mitis-Gruppen-Streptokokken (Streptococcus oralis, Streptococcus
mitis, Streptococcus gordonii und Streptococcus sanguinis) auch acidogene und
saureausscheidende Eigenschaften haben und fahig sind ein kariogenes Milieu zu
schaffen [SOET et al., 2000; SVENSATER et al., 2003]. Eine aktuelle in-vivo-
Studie mit Stammen von Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus mitis, Streptococcus downei und Actinomyces naeslundii zeigte,
dass in der extrazellularen Matrix und an der Basis der Biofilme unterschiedliche
pH-Mikroumgebungen gebildet werden, die mehrere Stunden anhalten
[SCHLAFER et al., 2011]. Eine aktuelle Studie von GIL et al. (2013) konnte mit S.
sanguinis-Kulturen eine  Lochfralkorrosion auf Titanimplantatoberflachen
feststellen.
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2.3.2 Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis)

Staphylokokken gehdren zu den unbeweglichen, grampositiven, fakultativ
anaeroben Kugelbakterien, wobei S. epidermidis zu den koagulase-negativen
Spezies zahlt und Teil der physiologischen Haut- und Schleimhautflora des
Menschen ist [HOF et al.,, 2009; HAHN et al., 2009]. Das Bakterium gilt als
opportunistischer Erreger und besitzt die Fahigkeit Schleim zu produzieren [HOF
et al., 2009; HAHN et al., 2009]. Auch wird es mit Implantatinfektionen assoziiert,
da es osteolytisch wirksam ist [MEGHJI et al., 1997]. Bereits 1990 wiesen RAMS
et al. eine Antibiotikaresistenz von Staphylokokken in einem in-vitro-Versuch nach.
KHALIL et al. (2007) suchten Grunde fur die antibiotische Therapieresistenz. Sie
konnten nachweisen, dass S. epidermidis in Knochenzellen eindringen kann, was
fur den antibiotischen Wirkungsabfall spricht [KHALIL et al., 2007]. Knochenspane,
welche bei Implantation gesammelt und einer anschlieRenden mikrobiologischen
Analyse unterzogen wurden, zeigten hauptsachlich gram-positive Kokken
[YOUNG et al., 2001]. Periimplantare-Lasionen wiesen signifikant hohere Anteile
an Staphylokokken auf als Parodontitis- oder Gingivitis-Lasionen, wobei S.
epidermidis mit 45,8% das haufigste der Staphylokokkenisolate war [RAMS et al.,
1990]. Bei mit S. epidermidis infizierten Implantaten sind meist nur chirurgische
Eingriffe moglich wegen des antibiotischen Wirkungsabfalls [KHALIL et al., 2007].
Bei Untersuchungen von Periimplantitis-Antiseptika zeigte sich, dass Chlorhexidin
(CHX) wund Listerine gegen S. epidermidis unwirksam waren, lediglich
Zitronensaure, Plax (eine Mundspullésung) und Natriumhypochlorid waren
wirksam [BURGERS et al., 2012].

Polysaccharide interzellulare Adhasine (PIA) auf der Zelloberflache von S.
epidermidis stellen eine wichtige Biofilm-Matrix-Komponente dar [AARAG et al.,
2011]. Zudem konnten einige Oberflachenproteine in der Zellwand der Bakterien
identifiziert werden. Ein solches Oberflachenprotein ist das sogenannte biofilm-
associated protein (Bap), welches sowohl fur die primare Bindung an abiotischen
Oberflachen als auch fur die interzellulare Bakterienadhasion verantwortlich ist.
Durch Deletion des Bap-Gens konnte eine verringerte Akkumulation des
wichtigsten Staphylokokken-Exopolysaccharids PIA gezeigt werden. Homologe
des Bap-Proteins wurden in zahlreichen anderen Staphylokokken-Spezien, unter
diesen auch auf der Oberflache von S. epidermidis, nachgewiesen. [TORMO et
al., 2005]
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AARAG et al. (2011) schlussfolgerten, dass PIA durch die Aktivierung des
Komplementsystems, potente pro-inflammatorische Eigenschaften hat, was die
Immunantwort des Wirtes auf S. epidermidis beeinflussen kann.

FREYTAG (2004) konnte die These, dass Proteinrezeptoren fur eine verstarkte
Adharenz verantwortlich sind, stutzen. Es wurden Titanprobekorper mit
Serumprotein- und Gewebsflussigkeitsbeschichtungen versehen und mit S.
aureus- und S. epidermidis-Stammen inkubiert. Er fand heraus, dass Fibronektin
und Fibrinogen eine starke Zunahme der Bakterienzellen bewirkt, Albumin die
Anzahl an adharenten Bakterien reduziert und das Kollagen | und Il die Adharenz
verstarken, sowie eine Biofilmbildung induzieren. S. epidermidis besitzt somit die
fur eine Kollagenbindung notigen Adhasine. [FREYTAG, 2004]

Als ein weiteres wichtiges Biofilmbindungsprotein gilt das accumulation-associated
protein (Aap) [SCHOMMER, 2010]. Es ist in der Biofilmbildung essentiell fur
Interaktionen mit S. epidermidis Adhasinen [SCHOMMER, 2010]. Eines dieser
Adhasine ist das AaStrA Adhasin, ein Oberflachen-assoziiertes Protein mit
autoaggregativen Eigenschaften [MICHEL, 2010]. MICHEL (2010) erbrachte den
Nachweis fur die Interaktion des Aap mit dem Oberflachenprotein AaStrA des
Bakteriums S. epidermidis. AaStrA hat funktionelle Charakteristika, da es an
Fibrinogen und Vitronektin bindet. Durch Zinkionen konnte die Interaktion um das
3-fache gesteigert werden. MICHEL (2010) vermutet, das AaStrA nicht nur in der
Akkumulationsphase der Biofilmbildung wichtig ist, sondern auch bei der primaren
Adharenz der Bakterien an Oberflachen von funktioneller Bedeutung ist.
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3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden in-vitro-Untersuchung war es, die initiale Biofilmbildung auf
verschiedenen Implantatoberflachen aus Keramik und Titan zu beschreiben und
den Einfluss der Rauheit, der Morphologie des Substrats und der freien
Oberflachenenergie auf diese bakteriellen Adhasionsprozesse zu klaren. Hierzu
wurden Probekorper mit definierten physikalischen Oberflachencharakteristika
(Rauheit, Morphologie und freie Oberflachenenergie) hergestellt und mit zwei
oralen Keimen (Streptococcus sanguinis und Staphylococcus epidermidis)
inkubiert. Uber spezifische Modifikationen der Oberflacheneigenschaften sollen so
in Zukunft anti-adhasive und antimikrobielle Implantatoberflachen generiert

werden.
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4 Material und Methode

4.1 Material

4.1.1 Mikroorganismen

In allen Versuchen zur Biofilmbildung wurden die Bakterienstamme
Staphylococcus epidermidis (DSMZ-Nr.1798 Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) und
Streptococcus sanguinis (DSMZ-Nr.20068) verwendet. Sie wurde in Tripticase
Soy Yeast Extract Medium [DSMZ-Medium Nr. 92; bestehend aus 30 g tryptischer
Soja-Nahrbouillion (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA) und 3
g Hefeextrakt (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) geldst in einem Liter Aqua dest.] zur
weiteren Verwendung als Wochenkultur kultiviert.

4.1.2 Kiinstlicher Speichel

Fir jeden Bakterienstamm (S. sanguinis und S. epidermidis) wurden in allen
Anlagerungsversuchen die Probekorper mit kinstlichem Speichel vorinkubiert. Die
verwendete kunstliche Speichelmischung, bestehend aus Muzin (850 mg/l PBS),
Lysozym (10 ug/ml PBS), a-Amylase (1 mg/ml PBS) und Albumin (40 ug/ml PBS),
ist durch das Vakuumeinmalfiltrationsgerat (Vacuflo PV 050/3, Fa. Schleicher &
Schuell Microscience GmbH, Dassel, Deutschland) und nachstehende Filter mit
einer Porengrof3e von 0,45 ym und 0,2 pm steril filtriert worden. Diese Mischung
wurde einen Tag vor Versuchsbeginn hergestellt. Die Aufbewahrung erfolgte im
Kdhlschrank bei 4°C. Der dabei verwendete PBS-Puffer wurde selbst hergestellt
aus 8 g Natriumchlorid (Fa. VWR), 0,2 g Kaliumchlorid (Fa. VWR), 1,425 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Fa. VWR) und 0,2 g Kaliumhydrogenphosphat (Fa.
VWR), gelost in 1000 ml Aqua destillat.
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4.1.3 Probekorper

Zur Untersuchung wurden Reintitan-Platichen (Mechanische-Werkstatt-Biologie,
Universitat Regensburg, Germany) mit einem Durchmesser von 6 mm und einer
Hohe von 1 mm, sowie Zirkoniumdioxid-Keramik-Plattchen (IPS e.max ZirCAD,;
Ivoclar Vivadent, Ellwangen, Germany) mit einem Durchmesser von 6 mm und
einer Hohe von 1 mm verwendet.

Es kamen zwei Versuchsreihen zur Durchfuhrung (siehe Versuchsdesign). In der
ersten Versuchsreihe wurden 60 Probekorper (PK) pro Implantatmaterial
hergestellt. Jeweils 20 Probekorper wurden einer bestimmten
Oberflachenmorphologie  zugewiesen (rau, mittelrau, glatt). Fur jede
Bakterienspezies ergaben sich somit zehn Probekdrper in jeder eingestellten
Oberflachenmorphologie (Abb. 6). In der zweiten Versuchsreihe wurde die
Oberflachenmorphologie mittelrau aus dem Aufbau entfernt. Hundertvier
Probekorper wurden fur jedes Implantatmaterial hergestellt. Es wurden die
Oberflachenmorphologien rau und glatt hergestellt. Danach erfolgte fur jede
Oberflachenmorphologie die Einstellung der Oberflacheneigenschaft in hydrophil
und hydrophob. Fur jede Bakterienspezies ergaben sich somit 13 Probekorper.
Drei Probekorper wurden zur Kontrolle der eingestellten Hydrophobizitaten mittels
Goniometrie Uberpruft. Diese wurden fur die Anlagerungsversuche nicht
weiterverwendet (Abb. 7).

4.1.4 Fluoreszenzfarbstoff

Der zur Fluoreszenzmessung verwendete Farbstoff war CytoX-Violett (Epigentek
Group Inc.,, NewYork  USA). Dieser verwendet eine  spezielle
Farbstoffzusammensetzung, mit der Viabilitat, Proliferation und Zytotoxizitat von

Zellen in Biofilmen gemessen werden.
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1.VERSUCHSREIHE

{ mittelrau

glatt
TITAN/

{

Abb. 4 Erste Versuchsreihe; Material: Titan und Keramik; Oberflichenmorphologie( rot & weiss
& griin): rau, mittelrau, glatt; Bakterien (orange & blau): S. epidermidis und S. sanguinis
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2.VERSUCHSREIHE

TITAN/

ZIRKON

hydrophil

hydrophob

hydrophil

hydrophob

hydrophil

hydrophob

hydrophil

|
|
|
|
|
|
|

hydrophob

Abb. 5 Zweite Versuchsreihe; Material: Titan und Keramik; Oberflichenmorphologie (rot &
grin): rau, glatt; Oberflacheneingenschaft (hellgrau & hellblau): hydrophob & hydrophil
Bakterien (orange & blau): S. epidermidis und S. sanguinis
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4.1.5

Gerdte und technische Materialien

ABSTRAHLGERAT

(P-G 400, Harnisch + Rieth GmbH, Deutschland)
EPPENDORF REFERENCE® (VARIABEL)-PIPETTEN

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
PIPETTEN-SPITZEN

(100/1000pl; Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland)
GONIOMETER

(OCA 15 plus, Dataphysics Instruments, Filderstadt, Deutschland)
LOCHSAGE

(SP 1600, Leica GmbH, Deutschland)
MAGNETRUHRGERATES

(MSC basic C, IKA Works Inc., Wilmington, NC, USA)
MIKROSKOP

(Carl Zeiss West GmbH, Deutschland)
MULTI-DETEKTOR FLUORESZENZ LESEGERAT

(Fluostar optima, bmg-Labtech, Offenburg, Deutschland)
PERTHOMETER S6P

(Feinpruf Perten GmbH, Géttingen, Deutschland)
PHOTOMETER THERMO SPECTRONIC

(Genesys 10S; Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA)
pH-METER

(Microprozessor-pH-Meter 764, Knick & Co. GmbH, Berlin, Deutschland)
PIPETTEN DES GONIOMETERS

(Mircolab RP, Hamilton, USA)
RASTERKRAFTMIKROSKOPS

(VEECO Instruments Inc., Fermont Califonien, USA)
REAGENZGLAS

(Schott Glaser, Mainz, Deutschland)
SCHUTTELINKUBATOR G 25

(New Brunswick SCientific Co.Inc, New Jersey, USA)
SILIKON DOSIERGERAT

(DG 1, Degussa AG, Deutschland)
STERILBANK HERASAFE

(Heraeus, Hanau, Deutschland)
WELL ZELLKULTURPLATTEN

(Corning Inc. New York, USA)
ZENTRIFUGE ROTIXA/P

(Hettich, Tuttlingen, Deutschland)
ZENTRIFUGENROHRCHEN 10ML

(Becton Dickinson Microbiology Systems, New York, USA)
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4.2 Methode

4.2.1 Versuchsvorbereitung

4.2.1.1 Herstellung und Charakterisierung der Implantatprobekérper

Die Probekorper aus Keramik wurden aus Keramikrohlingen (IPS e.max ZirCAD,
Yttrium-stabilisiertes Zirkoniumdioxid) (Ivoclar Vivadent, Ellwangen, Germany) mit
Hilfe einer Diamant-Innenlochsage (Leica Sp 1600, Leica, Germany Abb. 6-6a)
unter permanenter Wasserkihlung auf 1 mm hohe Probekorper abgelangt.
Danach erfolgte die Modifikation der Oberflachen. Alle Probekdrperoberflachen
wurden primar auf Hochglanz poliert. Dies erfolgte an der Poliermaschine
(Motopol 8; Buehler, Dusseldorf, Germany) und sukzessiv mit Nass-Schleifpapier
der Kornung 500, 1000, 2000 und 4000. Die Rauheit wurde im Anschluss mittels
Perthometer S6P (Feinpruf Perten GmbH, Gaéttingen, Deutschland) bestimmt. Es
wurden nur Probekorper weiterverwendet, bei denen eine mittlere Rauheit (Ra)
von unter 0,2 ym gemessen wurde. Die weiteren Rauheiten wurden mittels
Sandstrahlen mit 50 ym (mittelrau) und 250 ym (rau) Aluminiumoxid, bei 2.5 bar
und fur 20 sec. (beide: Korox, Bego, Bremen, Germany) hergestellt. Im Anschluss
erfolgte  auch hier eine Perthometermessung zur Dokumentation der
Oberflachenrauheit.

Abb. 6 Lochsége Leica Abb. 6a Zirkoniumdioxid Probekérper im
Zuschnitt (eigenes
Bildmaterial)
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4.2.1.1.1 Perthometermessung (Oberfléchenrauheit, R,)

Mit der Perthometermessung am Perthometer S6P (Feinprif Perten GmbH,
Gottingen, Deutschland) wurde die Oberflachenrauheit gemessen. Die
Probekorper wurden mittels Knetmasse auf einer Haltevorrichtung fixiert und
durch Antrieb mit dem Tastschlitten abgefahren. Die Messungen erfolgten jeweils
an drei Stellen. Die Abtaststrecke betrug 1,7 mm, wobei die Einzelmessstrecke
0,25 mm umfasste, die Parameter fur die Vertikale und Horizontale betrugen
jeweils 50 ym. Fur die als glatt eingestuften Plattchen mussten bei allen drei
willkirlichen Messstellen die drei Rauheitswerte unter 0,2 ym liegen und konnten
somit gemall ALBREKTSSON und WENNERBERG (2004), als ,glatt® bezeichnet
werden. Eine Objektivierung der rauen und mittelrauen Oberflachen erfolgte
analog.

Im zweiten Teil der Untersuchung wurden die Werte fur die freie
Oberflachenenergie auf den rauen und glatten Probekorperoberflachen modifiziert.
Es wurden hydrophobe Oberflachen durch die Applikation von n-Propyl-
Triethoxysilane (ABCR, Karlsruhe, Germany) und hydrophile Oberflachen, durch
die Applikation von 3-Amino-Propyltriethoxysilane (Flurka, Oberhaching,
Germany) generiert. In beiden Fallen wurden die Silane in einer Mischung aus
Ethanol (70%) und Aqua destillat (1:1) gelost. Die Probekorper wurden in dieser
Losung Uber Nacht und unter vorsichtigem Ruhren belassen. Es folgte eine
Waschung mit einer Mischung aus Ethanol/Aqua destillat (1:1) far zwei Stunden,
eine zweite Waschung mit Aqua destillat fur eine Stunde und die abschliefende

Trocknung an der Luft.

4.2.1.1.2 Goniometrie (freie Oberflachenenergie, Surface free energy, SFE)

Die Prufung der freien Oberflachenenergie erfolgte mit der Methode der
automatisierten Kontaktwinkelmessung. Dazu wurde ein Mikroskop flr
goniometrische Messungen (OCA 15 plus, Dataphysics Instruments, Filderstadt,
Deutschland) verwendet. Jeweils drei Plattchen jeden Materials, jeder Oberflache
und jeder Bakterienanlagerung wurden ausgewertet. Die Probekorper wurden auf
dem Probentisch des Goniometers platziert, mit Testflussigkeiten benetzt und
anschliefend elektronisch durch ein Schwarz-Weil3-Bild weiterverarbeitet. Dabei
wurde der sich bildende Kontaktwinkel gemessen. Es wurden drei
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unterschiedliche Testflussigkeiten, entionisiertes Wasser, Ethylenglykol (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) und Methylenjodid (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
USA) mit bekannter Oberflachenspannung sowie bekannten dispersen und
polaren Anteilen der Oberflachenspannung zur Bestimmung verwendet und deren
Applikation mit Hilfe einer automatischen Glaspipette (Microlap, Hamilton
Bondaduz, Schweiz) und einem definierten Volumen von 0,2 ul pro Tropfen auf die
Probe pipettiert (pro Probekdrper drei Tropfen einer jeden Flussigkeit). Der linke
und rechte Kontaktwinkel jedes positionierten Tropfens wurde nach genau 15 sec.
gemessen. Aus den Kontaktwinkeln aller drei Flussigkeiten wurde die
Grenzflachenenergie (SFE) in (mJ/m?) gemaR der Methode von Owens-Wendt-
Rabel-Kaelble (OWRK) [BURGERS et al., 2010a+b; OWENS et al, 1969]
berechnet.

4.2.1.1.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM; Atomic Force Mircoscopy)

Zur Bestimmung der Oberflachenmorphologie wurden dreidimensionale Bilder von
allen Implantatoberflachen mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) im Tapping-
Modus Scan eines Rasterkraftmikroskops (VEECO Instruments Inc., Fermont
Califonien, USA) durchgefuhrt. Es wurden drei ausgewahlte Bereiche auf den
Implantatoberflachen gescannt. Die eingestellten Messfenster betrugen entweder
3 ym x 3 pm oder 30 ym x 30 pym fur jedes Testmaterial. Vor der
Rasterkraftauswertung wurden alle Titan-und Keramikproben fur eine Stunde mit
UV-Licht sterilisiert.
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4.2.1.2 Bakterienanzucht

4.2.1.2.1 Wochenkultur

In den Versuchen wurden die Bakterienstamme S. epidermidis und S. sanguinis
als Wochenkulturen aus einer Gefrierkultur kultiviert. 10 ml des entsprechenden
Nahrmedium Tripticase Soy Yeast Extract Medium Nr. 92 wurden mit jeweils 10 pl
Bakterienkultur in einem Reagenzglas (Schott Glaser, Mainz, Deutschland)
beimpft. Die anschlieRende Anzucht erfolgte fur 17 h bei 37°C im Inkubator
(Forma Orbital Shaker, Thermo Electron Corp., Marietta, OH, USA).

4.2.1.2.2 Versuchskultur

Die fur die Versuche bendtigten Versuchskulturen wurden jeweils aus den
entsprechenden Wochenkulturen am Tag vor den Anlagerungsversuchen
angezuchtet. Das Wachstum der Bakterien wurde durch das Mikroskop (Carl
Zeiss West GmbH, Deutschland) uberpruft. Fur jeden Bakterienstamm wurde ein
Erlenmeyerkolben (Schott Glas, Mainz, Deutschland) mit 50 ml Tripticase Soy
Yeast Extract Medium und mit 50 pl der entsprechenden Wochenkultur beflllt. Die
im Anschluss erfolgte Inkubation der Uberimpften Erlenmeyerkolben fand far 17 h
bei 37°C im Inkubator statt (Forma Orbital Shaker, Thermo Electron Corp.,
Marietta, OH, USA).

4.2.1.2.3 Wellplattenkultur

Die am Vortag hergestellten Versuchskulturen wurden aus den Erlenmeyerkolben
in Zentrifugenrohrchen (50 ml Tube, Fa. Corning GmbH, Kaiserslautern,
Deutschland) udbertragen. Der pH-Wert (Multi-Calimatic, Knick, Egelsbach,
Deutschland) wurde uberpruft und auch das Wachstum der Bakterien wurde
mikroskopisch (Carl Zeiss West GmbH, Deutschland) kontrolliert. Es folgte die
Abzentrifugation der Wellplattenkulturen (Einstellungen: 18°C, Bremse 9, 2300
U/min, 5 t/min) in der Zentrifuge (Hettich Rotixa P, Hettich Zentrifugen GmbH,
Tuttlingen, Deutschland). Der am Boden des Falcon-Tube entstandene
Bakterienpellet und der Flussigkeitsiberstand wurden aufgetrennt, indem die
Flussigkeit vorsichtig abgeschuttet wurde. Das Bakterienpellet wurde in 30 ml des
selbst hergestellten PBS-Puffers (Phosphate Buffered Saline) vollstandig gelost.
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Es folgte ein weiteres Zentrifugieren. Die 1. Waschung wurde wiederholt. Nach der
2. Waschung wurde das Bakterienpellet wiederum in 30 ml PBS vollstandig gelost
und in ein steriles Becherglas mit Ruhrmagneten Uberfuhrt. Die Losung wurde
gleichmafig durchmischt mit Hilfe des Magnetriuhrgerates (MSC basic C, IKA
Works Inc., Wilmington, NC, USA). Diese Losungen wurden so lange verdunnt bis
die optische Dichte im Photometer Thermo spectronic (Genesys 10S; Thermo
Spectronic, Rochester, NY, USA) bei vorliegender Wellenlange von 500 nm einer
Optischen Dichte nach MacFarland (OD) von 0,4 entsprach. Dabei wurde eine
bakterielle Konzentration von etwa 5 x 10° KBE (Kolonie bildende Einheiten) / ml

erreicht. Der PBS-Puffer wurde als Referenz-Nullwert verwendet.
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4.2.2 Versuchsdurchfiihrung

4.2.2.1 Versuchsdesign

Herstellung der

Probekorper
Titan/Keramik
|
| |
4 Einstellung der Rauheiten fiir D) 4 . i . D)
. . Einstellung der Rauheiten fiir
Titan und Keramik . .
. Titan und Keramik
1.Versuchsreihe .
1.glatt / hochglanzpoliert 2.Versuchsreihe
. _ Jen=s 1.glatt / hochglanzpoliert
2.mittelrauh (50um)
2.rauh (250um)
\3.rauh (250um) ) ')
Rauheitsmessung ) ( Rauheitsmessung |
| mit dem Perthometer ) | mit dem Perthometer
Anlagerungsversuch und Einstellung der Hydrophobizitiaten
Bestimmung der I
Bakterienadhdasion

Messung der freien
Oberflichenenergie

L mit dem Goniometer J

Anlagerungsversuch und
Bestimmung der
Bakterienadhéasion

[ Messung der freien )

Oberflachenenergie
mit dem Goniometer

Messung der Rauheit mittels
RASTERKRAFTMIKROSKOPIE

Abb. 7 Versuchsdesign
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4.2.2.2 Uberblick des Versuchsablaufes

bestiicken

| Inkubation von Kunstspeichel fiir 2 h bei

‘ 48er Wellplatten mit Probekorper ’

37°C (feuchte Kammer)

| Kunstspeichel absaugen I

Inkubation mit Bakterienlésung (OD 0,4)
fur 2,5 h bei 37°C (feuchte Kammer)

Absaugen und 1 mal Waschen

Probekorper Umlagerung in neues
48er Well

Inkubation mit PBS+CytoX-Violett fiir 2,5 h ’

bei 37°C (feuchte Kammer)

Probekorper Umlagern in 96er schwarz
Wellplatten

Floureszenzmessung und rechnerische
Auswertung

Abb. 8 Versuchsablauf
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4.2.2.3 Versuchsvorbereitung

4.2.2.3.1 Wellplattenbestiickung

Einen Tag vor Versuchsbeginn werden die hergestellten Probekorper mit
70%igem Ethanol gewaschen, dampfgestrahlt und in 48er Wellplatten (Culture
Cluster, Corning Inc., lowell, MA, USA) mittels Dubliersilikon (Deguform,
DeguDent, Hanau, Deutschland) fixiert. Jeweils 1 ml steriles Aqua destillat kam in
jede Wellkammer und die anschlieRende Lagerung bis zum Versuchsbeginn
erfolgte im Kuhlschrank bei 4°C.

In der 2. Versuchsreihe wurden die Plattchen mit 70%igem Ethanol gewaschen
und im Anschluss dampfgestrahlt. Nach der Einstellung der hydrophilen und
hydrophoben Oberflachen wurden die Probekorper mit Dubliersilikon in den
Wellplatten fixiert. Jeweils mit 1 ml sterilem Aqua destillat wurden diese
Wellkammern beflllt und im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

4.2.2.3.2 Goniometrie

Die fur die 2. Versuchsreihe extern hergestellten Oberflachen wurden vor
Versuchsbeginn der Goniometrie unterzogen. Hierzu wurden drei Probekorper
eines jeden Materials, jeder Bakterienkultur und jeder eingestellten Oberflache
goniometrisch untersucht. Diese Probekorper wurden nicht zur Anlagerung
weiterverwendet. Es sollte lediglich die eingestellte Oberflache bestatigen.
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4.2.2.4 Versuch (Abb. 7 und Abb. 8)

Am Tag des Versuches wurden die Wellplatten aus dem Kuhlschrank entnommen.
Das Aqua destillat wurde aus den 48 Wellkammern abgesaugt. In jede Kammer
wurden 1 ml Kunstspeichel pipettiert (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) um
den Einfluss eines Speichel-Hautchens zu simulieren. Die geschlossenen
Wellplatten wurden in einer feuchten, lichtundurchlassigen Box aufbewahrt und fur
zwei Stunden bei 37°C und mit 60 U/min im Schuittelinkubator G 25 (New
Brunswick Scientific Co.Inc, New Jersey, USA) inkubiert. Nach Inkubation wurde
der Kunstspeichel abgesaugt und somit die Wellplatten fur die
Bakterienanlagerung vorbereitet.

4.2.2.4.1 Anlagerung der Bakterien

Es erfolgte die Befullung der 10 Wellkammern mit 1 ml Bakterienlosung der
Wellplattenkultur, die mit einer OD von 0,4 eingestellt wurden, wobei die jeweiligen
Null-Kontrollkammern nur mit PBS-Puffer und die jeweiligen zwei Farb-
Kontrollkammern mit PBS-Puffer und CytoX-Violett-Farbstoff befullt wurden.
Wieder wurde inkubiert, flir zweieinhalb Stunden, schuittelnd mit 60 U/min,
abgedunkelt und in feuchter Box bei 37°C. Danach wurden die Kammern
abgesaugt, jeweils mit 1 ml PBS-Puffer ,gewaschen® und erneut abgesaugt, um
nicht adharente Bakterien zu entfernen. Es folgte eine sehr vorsichtige
Umlagerung der Probekorper in neue 48er Wellplatten per Pinzette. Das
Dubliersilikon wurde entfernt.

In die jeweiligen Wellkammern wurden 200 pyl PBS und 20 ul CytoX-Violett CELL
Proliferation Kit (Fa.Bio Cat, Heidelberg, Deutschland) pipettiert. Anschlie3end
wurden die geschlossenen Wellplatten fur zweieinhalb Stunden, schittelnd mit 60

U/min, abgedunkelt und in feuchter Box, bei 37°C inkubiert.
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4.2.2.5 Versuchsauswertung

4.2.2.5.1 Fluoreszenzmessungen

Nach der letzten Inkubation wurden 190 ul aus jeder Wellkammer abpipettiert und
in eine schwarze 96er Wellplatte Uberfuhrt. Die umgesetzten Farbstoffmengen und
die sich daraus ergebenden  Fluoreszenzwerte  quantifizieren die
Bakterienadhasion auf den einzelnen Probekorpern. Hohe relative
Fluoreszenzintensitaten (RFI) zeigen eine hohe Anzahl von haftenden,
lebensfahigen Bakterien. Die Fluoreszenz wurde mit dem Fluoreszenzmessgerat
(FLUOstar Optima; BMG LabTech, Offenburg, Deutschland) bei einer
Anregungswellenlange von 560 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm

gemessen. Die Messparameter sind der Tab. 2 zu entnehmen.

96er Wellplatten

Ausgewahltes Protokoll

Gain 2000

Requiered Value 15%

Emissionsfilter 590-610
Exicationsfilter 560

Microplate Nunc F96 Microwell 96
Well scanning None

Tab.2 Messparameter der Fluoreszenzmessung

Die Datenerfassung erfolgte Uber die Tabellenkalkulationssoftware EXCEL
(EXCEL Version 5.0, Microsoft, USA). Die Fluoreszenzen von Nullkontrolle (O),
Bakterienkontrolle (BK) und Farbstoffkontrolle (FK) wurden als Kontrollreferenzen
herangezogen.

4.2.2.5.2 Statistische Analyse

Alle Berechnungen und grafische Darstellungen wurden mit SPSS 19.0 fur
Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgefuhrt.

Mittelwerte und Standardabweichungen fur Rauheiten (R,), Kontaktwinkel und
relative Fluoreszenz Intensitaten (RFI) wurden berechnet. Die einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) wurde benutzt um den Einfluss von Rauheit (R,) und
Hydrophobizitat fur die Adharenz von S. epidermidis und S. sanguinis auf den
Titan- und Keramik-Proben zu analysieren. Der multiple Vergleichstest nach
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Tukey-Kramer wurde fur die Post-hoc Analyse angewendet, dabei liegt das
Testniveau bei 5%. Das statistische Signifikanzniveau wurde bei p<0,05

festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der Implantatmaterialien

5.1.1 Rauheiten

Von den hergestellten Oberflachen, wie unter 4.2.1.1 beschrieben, wurden die
mittleren Rauheiten (Ra) mittels Tastschnittverfahren (Perthometer) gemessen. Die
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 3 (Tab. 3)
aufgelistet.

Eine statistische Signifikanz konnte fur die Werte der keramisch rauen, mittelrauen
und glatten Implantatoberflachen festgestellt werden. Ebenso waren die rauen,
mittelrauen und glatten Titan-Oberflachenrauheitswerte untereinander statistisch

signifikant unterschiedlich (p<0,01 fur alle Vergleiche).

Implantatmaterial Rauheit Ra [um] Hydrophibizitat Kontaktwinkel[°]
Hydrophob 836+ 2.0
Rau 1.32+0.10
Hydrophil 473+ 24
Keramik Mittelrau 0.49 + 0.03 - 60.7+ 2.6
Hydrophob 72.0+10.5
Glatt 0.05+£0.02
Hydrophil 414+ 25
Hydrophob 1076+ 3.2
Rau 2.98 £ 0.31
Hydrophil 76.2+ 1.9
Titan Mittelrau 0.83 +0.06 - 86.1+ 3.0
Hydrophob 96.8+ 2.8
Glatt 0.09 £0.02
Hydrophil 652+ 2.3

Tab. 3  Arithmetisches Mittel der Rauheit R, (Mittelwerte & Standardabweichungen; [um]) und

Kontaktwinkel (Mittelwerte & Standardabweichungen; [°]) der getesteten Implantat-
Materialien.

Dabei war die Rauheit der Keramikprobekorper deutlich niedriger als die Rauheit
von rauen und mittelrauen Titanprobekorpern (p<0,01 fur beide Vergleiche).
Zwischen glatten Titan- und glatten Keramikprobekorpern konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,983).
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5.1.2 Freie Oberflachenenergie (surface free energy, SFE)

Die mittleren Kontaktwinkel jeder Probe sind ebenfalls in (Tab. 3) angegeben.
Alle vier hydrophoben Oberflachen zeigten signifikant hohere
Kontaktwinkelmesswerte als die entsprechend hydrophilen Oberflachen (p<0,05

fur alle entsprechenden Vergleiche).

5.1.3 Rasterkraftmikroskop (AFM)

Beispiele der rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen sind in Abb. 9a-d (30 ym x
30 pym = 900 pym? Scan-Bereich) und in Abb. 9e-h (3 ym x 3 um = 9 pm? Scan-
Bereich) dargestellt. Es wurden die Scan-Bereiche 900 um? und 9 pm?
ausgewahilt.

Eine grafische Ubersicht des Oberflachen-Profil-Scans zeigen Abb. 10a-b

Die rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen ergaben hohe Rauheitswerte von
sandgestrahlten im Gegensatz zu polierten Keramik- und Titanoberflachen. Die
Aufnahmen bestatigten damit die Ergebnisse der Rauheitsmessungen mittels
Tastschnittverfahren (Perthometer). Jedoch konnte die Mikrostruktur wesentlich
detaillierter aufgelost und dargestellt werden.

Bei Betrachtung des 9 ym? Scanbereichs zeigten raue Titanoberflaichen eine
wesentlich  unregelmalligere  Mikrostruktur  im  Vergleich zur rauen
Keramikoberflache und zu den beiden glatten Materialoberflachen (Abb. 10b).
Weiterhin wurden kleine Rillen (im Durchmesser etwa 0,5 ym und 0,08 pm in der
Hohe) auf der glatten Keramikoberflache (Abb. 9f) beobachtet. Die glatten
Titanoberflachen schienen vollig eben zu sein (Abb. 9h).

Bei Betrachtung des 900 um? Scanbereichs konnten keine eindeutigen
Unterschiede zwischen Keramik und Titan, weder fur glatte noch fur raue Proben,

aufgezeigt werden(Abb. 10a).
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Abb. 9 Rasterkraftmikroskopische-Aufnahmen (AFM)
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Abb. 10a Vergleich der AFM-Oberflachen-Profile zwischen rauer Keramik (Kgau),
glatter Keramik (Kgjatt), rauem Titan (Tiray) und glattem Titan (Tigjat);
Scanauflésung 30 um.
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Abb. 10b Vergleich der AFM-Oberflachen-Profile zwischen rauer Keramik (Kgau),
glatter Keramik (Kgiatt), rauem Titan (Tiray) und glattem Titan (Tigjaw);

Scanauflésung 1 um.
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5.2 Initiale Biofilmbildung

5.2.1 Einfluss der Oberflachenrauheit (1. Versuchsreihe)

5.2.1.1 Staphylococcus epidermidis

Um die Menge der adharenten Bakterienzellen an der Oberflache zu bestimmen
wurde die relative Fluoreszenzintensitat (relative fluorescence intensities; rfi)

gemessen. Die Einheit wird angegeben in [rfu] (relative fluorescence unit).

3000 =

~ 2000 — —

|
|

Intensitat [rfi]

Relative Fluoreszenz

T T T
Titan glatt  Titan  Titan rau Keramik Keramik Keramik
mittelrau glatt mittelrau rau

Abb. 11a Relative Fluoreszenz Intensitaten [rfi] von S. epidermidis auf Titan-und Keramik-
Implantat-Oberflachen mit verschiedenen Graden der Rauheit (Mittelwerte und
Standardabweichungen).

Bei Betrachtung der Auswertung (Abb. 11a) von S. epidermidis liegen die
Mittelwerte der relativen Fluoreszenzintensitat fur alle sechs getesteten
Oberflachen in einem engen Intervall zwischen 2697 und 2931 rfu. Sowohl bei den
Titanproben als auch bei den Keramikkorpern adharierten tendenziell an den
glatten Oberflachen mehr Bakterien als an den rauen.

Die gemessenen Werte (siehe Tab. 4) auf Titan lagen bei den glatten Oberflachen
bei 2931 £ 99 rfu, bei den mittelrauen bei 2697 + 127 rfu und bei den rauen bei
2734 £ 145 rfu. Bei dem Vergleich der mittelrauen und rauen Titankorper konnte
kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,987).
Wohingegen diese beiden Oberflachen in Bezug auf die glatten Titanproben einen
signifikanten Unterschied aufwiesen (zwischen mittelrau und glatt p=0,02;
zwischen rau und glatt p=0,014).
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Die Werte der keramischen Probekorper lagen fur glatt bei 2908 + 74 rfu, fur
mittelrau bei 2789 £ 143 rfu und fir rau bei 2749 + 162 rfu. Ein statistisch
signifikanter Unterschied lief® sich nicht feststellen, lediglich die Tendenz von glatt

zu rau war abfallend.

Epidermidis Titan Keramik
glatt mittelrau rau glatt mittelrau rau
glatt 0,002 0,014 0,999 0,147 0,029
T
|
T mittelrau 0,002 0,987 0,007 0,605 0,940
A
N
rau 0,014 0,987 0,042 0,932 1,000
glatt 0,999 0,007 0,042 0,314 0,081
K
E
R
A mittelrau 0,147 0,605 0,932 0,314 0,984
M
|
K
rau 0,029 0,940 1,000 0,081 0,984

Tab. 4 Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberflachenrauheit und der Relativen
Fluoreszenz Intensitat flr S. epidermidis (Einfaktorielle ANOVA mit a=0,05)
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5.2.1.2 Streptococcus sanguinis

Bei Betrachtung der Auswertung (Abb. 11b) von S. sanguinis waren die
Mittelwerte der rfi fir alle Titanproben niedriger als die Werte fur Keramik. Die
Tendenz von glatt nach rau war jeweils steigend. Die Anlagerungswerte fur Titan
glatt waren im Vergleich zu allen drei Keramikwerten statistisch signifikant
geringer. Fur Titan mittelrau und rau lie3 sich ein statistisch signifikanter

Unterschied im Vergleich mit Keramik mittelrau und rau feststellen.

20007

Relative Fluoreszenz
Intensitat [rfi]

L T T
Titan glatt  Titan  Titan rau Keramik Keramik Keramik
mittelrau glatt mittelrau rau

Abb. 11b Relative Fluoreszenzintensitéten [rfi] von S. sanguinis auf Titan-und Keramik-
Implantat-Oberflachen mit verschiedenen Graden der Rauheit (Mittelwerte und
Standardabweichungen).

Die Werte (siehe Tab. 5) fur Titanproben lagen fiur glatt bei 3263 + 475 rfu, fur
mittelrau bei 3331 + 641 rfu und fur rau bei 3656 + 855 rfu. Ein statistisch
signifikanter Unterschied lie3 sich nicht feststellen. Die Werte der keramischen
Probekoérper lagen flr glatt bei 4668 + 1562 rfu, flr mittelrau bei 5590 + 1493 rfu
und fur rau bei 6875 + 428 rfu. Lediglich der Vergleich zwischen der glatten und
der rauen Oberflache zeigt hier einen statistisch signifikanten Unterschied auf
(p<0.001).
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Sanguini Titan Keramik
glatt mittelrau rau glatt mittelrau rau
glatt 1,000 0,953 0,036 <0,001 <0,001
T
|
T mittelrau 1,000 0,979 0,052 <0,001 <0,001
A
N
rau 0,953 0,979 0,244 0,001 <0,001
glatt 0,036 0,052 0,244 0,341 <0,001
K
E
R
A mittelrau <0,001 < 0,001 0,001 0,341 0,069
M
|
K
rau <0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 0,069

Tab. 5 Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberflachenrauheit und der Relativen
Fluoreszenz Intensitat flir S. sanguinis. (Einfaktorielle ANOVA mit a=0,05)
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5.2.2 Einfluss der Hydrophobizitdt auf die bakterielle Adhésion
(2. Versuchsreihe)

5.2.2.1 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis (Abb. 12a) zeigte auf den hydrophoben Oberflachen bei
Betrachtung der jeweiligen Materialien eine hohere bakterielle Adhasion als auf
den hydrophilen. Dabei waren die Mittelwerte der relativen
Fluoreszenzintensitaten (rfi) (Tab. 6) und somit die Adhasion auf Keramik

niedriger als auf den Titanproben, unabhangig von der Hydrophobizitat.

Titan glatt Titan rau Keramik glatt Keramik rau
hydrophil 3897 + 985 5662 + 1884 2522+ 775 1644 + 1225
hydrophob 5337 £ 1511 5916 £ 2472 3395 + 1738 2676 £ 1476

Tab. 6: Ubersicht der rfi-Werte von S. epidermidis in Abhangigkeit der Hydrophobizitéat (in rfu)
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Abb. 12a Relative Fluoreszenzintensitaten [rfi] von S. epidermidis auf Titan-und Keramik-
Implantat-Oberflachen mit verschiedenen Graden von Rauheit und Hydrophobie
(Mittelwerte und Standardabweichungen).
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Der Vergleich der vier verschiedenen hydrophilen Oberflachen (Tab. 7) zeigte,
dass die bakterielle Adhasion auf ,Keramik rau® statistisch signifikant geringer war
als auf beiden Titanproben. In Bezug auf ,Titan rau® lag die statistische Signifikanz
bei p=0,004, bei ,Titan glatt* bei 0,005. Zwischen den anderen Proben konnte kein

statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Epidermidis hydrophil Titan Keramik
glatt rau glatt rau
T glatt 0,999 0,125 0,005
|
T
A
N rau 0,999 0,098 0,004
K
E glatt 0,125 0,098 0,526
R
A
M
| rau 0,005 0,004 0,526
K

Tab. 7 Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberfldchenrauheit und der Relativen
Fluoreszenz Intensitat flr S. epidermidis, hydrophil (Einfaktorielle ANOVA mit a=0,05)
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Fir die hydrophoben Proben war das Ergebnis ahnlich (Tab. 8). Lediglich auf
,Keramik rau“ konnte eine signifikant geringere Adhasion in Bezug auf die
Titanproben festgestellt werden. Die Werte zeigten zwischen ,Keramik rau“ und
,Titan rau® eine Signifikanz von p=0,008. Zwischen ,Keramik rau® und ,Titan glatt*
ergab sich p=0,030.

Epidermidis hydrophob Titan Keramik
glatt rau glatt rau

T glatt 0,953 0,151 0,030
|
T
A
N rau 0,953 0,052 0,008
K
E glatt 0,151 0,052 0,866
R
A
M
| rau 0,030 0,008 0,866
K

Tab. 8 Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberflachenrauheit und der Relativen
Fluoreszenz Intensitat fur S. epidermidis, hydrophob (Einfaktorielle ANOVA mit
a=0,05)
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5.2.2.2 Streptococcus sanguinis

S. sanguinis zeigte grofdtenteils eine Hydrophilie fur die verschiedenen Materialien

(Abb. 12b), ausgenommen fur ,Titan rau®. Hier zeigte sich tendentiell eine hohere

bakterielle Adhasion auf den hydrophoben Probekorpern. Im Gegensatz zu

S. epidermidis (siehe 5.2.2.1) waren die Mittelwerte der relativen Fluoreszenz-

intensitaten

(rfi) (Tab. 9) und somit die Adhasion auf Titan geringer als auf

Keramik, unabhangig von der Hydrophobizitat.

Titan glatt Titan rau Keramik glatt Keramik rau
hydrophil 1536+2273 47342275 13381+1463 18169+1015
hydrophob 445232 5681+3490 1078316554 17645+3385

Tab. 9.: Ubersicht der rfi-Werte von S. sanguinis in Abhangigkeit der Hydrophobizitét (in rfu)

Abb. 12b

200007

[ Ihydrophil
Mhydrophob

150001

100007

50007 1
[ =

Tltan glatt Tltan rau Keramlk Keramik rau
glatt

Relative Fluoreszenz Intensitat [rfi]

Relative Fluoreszenzintensitaten [rfi] von S. sanguinis auf Titan-und Keramik-
Implantat-Oberflachen mit verschiedenen Graden der Rauheit und Hydrophobie
(Mittelwerte und Standardabweichungen).
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Kein signifikanter Unterschied wurde zwischen den hydrophilen und hydrophoben
Oberflachen festgestellt (fur Titan-glatt: p=0,997; fur Titan-rau: p=0,999; flur

Keramik-glatt: p=0,723 und fur Keramik-rau: p>0,999).
Hydrophile Titan- und hydrophile Keramikoberflachen zeigten keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen rauem und glattem Material (p>0,05 fur beide

Vergleiche).

Der Vergleich der vier getesteten hydrophilen Oberflachen (Tab. 10) zeigte

zwischen allen einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05). ,Titan glatt

wies die geringste Adhasion von S. sanguinis auf, gefolgt von ,Titan rau® und

,Keramik glatt®. Die hochsten rfi-Werte zeigte ,Keramik rau“ auf.

Sanguinis hydrophil Titan Keramik
glatt rau glatt rau
T glatt 0,008 < 0,001 <0,001
|
T
A
N rau 0,008 < 0,001 < 0,001
K
E glatt < 0,001 < 0,001 < 0,001
R
A
M
| rau < 0,001 < 0,001 < 0,001
K

Tab. 10  Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberfliachenrauheit und der Relativen
Fluoreszenz Intensitat fir S. sanguinis, hydrophil (Einfaktorielle ANOVA mit

a=0,05)
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Bei Betrachtung der hydrophoben Oberflachen zueinander (Tab. 11) zeigte sich,

dass beide Keramikproben eine statistisch signifikant hohere Adhasion aufwiesen

in Bezug auf ,Titan glatt® (jeweils p<0,001). ,Keramik rau® zeigte zudem eine

signifikant hohere Adhasion als ,Titan rau“ (p<0,001) und ,Keramik glatt*

(p=0,011). Lediglich zwischen ,Keramik glatt und ,Titan rau®, sowie zwischen

beiden Titanoberflachen konnte kein statistisch signifikanter

festgestellt werden.

Unterschied

Sanguinis hydrophob Titan Keramik
glatt rau glatt rau
T glatt 0,071 <0,001 <0,001
|
T
A
N rau 0,071 0,082 <0,001
K
E glatt <0,001 0,082 0,011
R
A
M
| rau <0,001 <0,001 0,011
K
Tab. 11  Statistische Analyse (Signifikanzwerte) der Oberflachenrauheit und der Relativen

Fluoreszenz Intensitat fir S. sanguinis, hydrophob (Einfaktorielle ANOVA mit

a=0,05)
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6 Diskussion

Ziel der vorliegenden in-vitro-Untersuchung war es, die initiale Biofilmbildung auf
zwei unterschiedlichen Implantatoberflachen, Keramik und Titan, zu beschreiben.
Hierzu wurde der Einfluss der Rauheit, der Morphologie des Substrats und der

freien Oberflachenenergie auf die bakteriellen Adhasionsprozesse betrachtet.

6.1 Methoden

Die vorliegende Arbeit stellt eine reproduzierbare in-vitro-Studie dar, welche die
EinflussgroRen Rauheit und Hydrophobizitat von Implantatoberflachen auf die
Biofilmbildung  untersuchen sollte. Es wurde unter semistatischen
Versuchsbedingungen gearbeitet und verschiedene
Bakterienanlagerungsversuche mit Fluoreszenzauswertungen durchgefuhrt. Ein
in-vivo-Versuchsaufbau wurde wegen der erschwerten Standardisierung und
Vergleichbarkeit primar nicht durchgefuhrt. Pellikel wie auch
Speichelzusammensetzung sind inter- und intraindividuell verschieden [HANNIG
et al., 1997] was dazu fuhrt, dass bei in-vivo-Versuchen deutlich mehr Parameter

die Studie beeinflussen.

6.1.1 Biofilmmodell

Der Kenntnisstand Uber orale Biofilme im Zusammenhang mit dem Einfluss der
Oberflachenbeschaffenheiten auf die mikrobielle Anhaufung ist aktuell noch
lickenhaft [YEO et al., 2012], die genauen Mechanismen der Zelladhasion und
der mikrobiellen Besiedelung sind noch nicht vollstandig verstanden [MILLEDING
et al.,, 1999]. Zudem sind wichtige Prozesse der oralen Biofilmbildung noch nicht
vollstandig erforscht [STEINBERG et al., 1998]. Studien, die sich mit diesem
Thema befassen, zeigen, dass Rauheit, freie Oberflachenenergie und die
Materialeigenschaften die Haupteinflussfaktoren fur die initiale bakterielle
Besiedelung sind [YEO et al., 2012]. Es ist daher notwendig, die Zusammenhange
zwischen bakterieller Adhasion und Modifikationen von Oberflacheneigenschaften,
sowie das unterschiedliche Verhalten verschiedener Bakterienarten in
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vereinfachten, standardisierbaren, reproduzierbaren und kontrollierbaren Modellen
zu untersuchen. Erlangte Grundkenntnisse kdonnen dann in-vivo verifiziert und
schlieBBlich in neue klinische biomaterielle Anwendungen umgesetzt werden. Da
prinzipielle  Grundmechanismen analysiert werden sollten, wurde ein
reproduzierbarer und vereinfachter Versuchsaufbau mit standardisierbaren
Versuchsbedingungen gewahlt.

Es wurden samtliche Proben mittels Schuttelgerat bewegt und bei 37°C inkubiert.
Somit konnte ein kontinuierlicher und semistatischer Speichelfluss simuliert
werden, bei gleichzeitiger Kontrolle der Bakterienkonzentration. Ein laminares
Stromungskammersystem, womit die durch den Speichelfluss bedingten
dynamischen Verhaltnisse der Mundhohle imitiert werden sollen [HAHNEL et al.,
2008a], kam nicht zur Anwendung. Diese sind sehr diffizil in der Technik. Und um
gut abgestimmte Versuchsablaufe zu gewahrleisten, mussen in Vorversuchen die
Parameter Abscherkraft und Speichelflussgeschwindigkeit ermittelt werden
[KLEMM, 2009]. Die Vergleichbarkeit ware stark eingeschrankt, da
CHRISTERSSON et al. (1989) zeigen konnten, dass bei einer gesteigerten
FlieRgeschwindigkeit die bakterielle Adhasion um 70-80% reduziert sein kann
[KLEMM, 2009]. Dariiberhinaus zeigten BURGERS et al. (2010a), dass
semistatische in-vitro-Modelle ein realistisches und reproduzierbares Modell zur
Untersuchung der Bakterienadhasion darstellen. Sie verglichen ihre Ergebnisse
und die Ubertragungsmdglichkeit der in-vitro-Untersuchungen mit den
Ergebnissen der parallel durchgefuhrten in-vivo-Untersuchungen und konnten eine
Ubereinstimmung in den untersuchten Parametern feststellen [BURGERS et al.,
2010a].

Es wurden zwei Testkeime verwendet um deren initiale Adhasion fur die
entsprechende Oberflache zu ermitteln. Das in der Literatur oft geforderte
polymikrobielle Biofilmmodell kam nicht zur Anwendung. Zwar bieten in-vitro-
Biofilm-Modelle mit Multi-Spezies-Biofilmen eine Moglichkeit, Materialien unter
simulierten klinischen Bedingungen, einschliellich Biofilmaufbau, Pellikel und
Abscherkraften zu bewerten [RIMONDINI et al.,, 1997], jedoch ist fur ein
grundlegendes Verstandnis der Vorgange und zur besseren Ubersicht primar ein
Modell mit reduzierter Modellkeimart nachvollziehbarer.

Inkubationszeiten von weniger als 24 Stunden wurden gewahlt, da es Ziel der

Studie war, die initiale Biofilmbildung zu untersuchen. Somit konnte in diesem
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statischen  Versuchsaufbau der Einfluss von toxischen bakteriellen
Stoffwechselprodukten ausgeschlossen werden. [EICK et al., 2004; Klemm, 2009]
Da Speichel-Proteine die initiale Adhasion von Mikroorganismen in der Mundhohle
vermitteln [CARLEN et al., 2003], wurde Kunstspeichel zur Pellikel-Simulation
verwendet. Durch Inkubation mit kinstlichem Speichel wurden interindividuelle
Protein-Schwankungen ausgeschlossen. Des Weiteren ist kunstlicher Speichel
wesentlich genauer in Reproduzier- und Vergleichbarkeit, da die Ausgangsstoffe
fur eine kunstliche Speichelmixtur eindeutig in Art und Gewicht definiert sind. Fur
BJORKLUND et al. (2011) ist humaner Speichel komplex, seine Zusammen-
setzung zudem stark variabel und grole Mengen zu bekommen, sind nicht

moglich, sodass er ebenfalls kiinstlichen Speichel fur seine Versuche nutzte.

6.1.2 Auswertung

Methoden zur Auswertung fur die Biofilmadhasion sind vielfaltig. In dieser Studie
erfolgte die quantitative Analyse der Bakterienadhasion durch Fluoreszenz-
messung mittels Auswertung der Fluoreszenzintensitaten (RFI), da die relative
Fluoreszenzintensitat linear mit der Zahl der adharenten Bakterien korreliert
[HAHNEL et al., 2008b]. Ein reproduzierbares und ausreichend genaues
Fluoreszenzsignal wird bereits bei 80 mikrobiellen Zellen erreicht [O'BRIEN et al.,
2000].

Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von fluoreszierenden
Substanzen in der sog. Fluoreszenzmikroskopie (=Fluorimetrie) bieten eine gute
Moglichkeit, eine hohe Anzahl von Proben gleichzeitig und in kurzer Zeit
untersuchen zu konnen, um reproduzierbare und vor allem aussagekraftige Daten
zu erhalten [HANNIG et al., 2010]. Im Vergleich zur UV-Vis-Spektrometrie weist
die Fluorimetrie eine hohere Sensitivitat auf [Earl WEHRY, 1997].
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6.2 Material

In der dentalen Implantologie konnten in den letzten Jahrzehnten grol3e
Fortschritte im Verstandnis Uber die Knocheneinheilung von dentalen Implantaten
gemacht werden [WILMOWSKY et al., 2013].

Als entscheidender Einfluss gilt die Beherrschbarkeit der Biofilmbildung auf
Flachen im oralen Cavum. Dabei ist die Biofilmbildung, die nicht nur an
Implantaten, sondern auch an ihren Suprakonstruktionen auftritt, fur den
langfristigen Therapieerfolg eines Implantates als risikoreich anzusehen. [ELTER
et al., 2008; DHIR, 2013]

Biofilme stellen die haufigste Ursache einer Periimplantitis dar und sind bei deren
Fortschreiten fur den Implantatverlust verantwortlich [ABRAHAMSSON et al.,
1998; ELTER et al., 2008; OH et al., 2002; ZITZMANN et al., 2002; DHIR, 2013].
Eine Konsequenz aus dieser Erkenntnis ist die Modifikation der
Implantatoberflachen  zur  Verringerung der Oberflachenadhasion von
Mikroorganismen. Nach OLIVEIRA et al. (2012) sind Oberflacheneigenschaften
von Implantat und Abutment ein groRer EinfluBfaktor fur den langfristigen
Therapieerfolg. Hierbei stehen die physikalisch-chemischen Oberflachen-
eigenschaften des Implantatmaterials im Vordergrund, welche durch die
Materialauswahl, die Oberflachenmorphologie und durch Oberflachen-
beschichtungen beeinflussbar sind [GROSSNER-SCHREIBER et al.,, 2001;
SCARANO et al., 2004; Del CURTO et al., 2005; TEUGHELS et al., 2006]. Dabei
sind Oberflachenrauheit und Hydrophobizitat die primaren Einflussfaktoren auf
mikrobielle Adhasion und Biofilmbildung an Implantatoberflachen [QUIRYNEN et
al., 1995; AN und FRIEDMAN, 1998; SUBRAMANI et al., 2009].

6.2.1 Testkeime (S. sanguinis und S. epidermidis)

Als Test-Mikroorganismen wurden S. epidermidis und S. sanguinis verwendet um
verschieden behandelte Implantatoberflachen mit Mono-Spezies-Biofiime zu
inkubieren, mit dem Ziel die initiale bakterielle Adhasion untersuchen zu konnen.
S. epidermidis und S. sanguinis gehoren zu den wichtigsten Frihkolonisatoren der
oralen Gewebe und kunstlichen Biomaterialien, wodurch die weitere Adhasion

anderer pathogener Spezien ermoglicht wird [DEWHIRST et al.,, 2010;
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KOLENBRANDER et al., 1993]. S. epidermidis und S. sanguinis stellen dabei zwei
dominante [KRETH et al., 2008], jedoch sehr verschiedenartige bakterielle
Familien dar. Es sind die Familien der Streptococcaceae und Staphylococcaceae,
welche zum menschlichen oralen Mikrobiom zahlen [DEWHIRST et al., 2010].
Diese Bakterien siedeln sich auf den Schleimhauten des Menschen an und binden
auf harten Oberflachen in der Mundhohle [DEWHIRST et al., 2010].

S. sanguinis ist in der menschlichen Mundhohle als Pionierbakterium bekannt
[KOLENBRANDER et al., 1993; MARSH und BRADSHAW, 1995; LILIEMARK et
al., 1997]. S. epidermidis ist normalerweise ein kommensales, symbiotisches
Bakterium der Haut [KIRCHHOFF und SHEARGREN, 1985]. Das Wissen um
dessen Vorhandensein ist von hohem Interesse vor chirurgischen Eingriffen zur
Implantatversorgung am Patienten, da das Wachstum von pathogenen S.
epidermidis-Biofilmen auf verschiedenen Implantaten wie Brust- und
Huftimplantaten zu einem Implantat-Misserfolg fuhren kann [FREEDMAN und
JACKSON, 1989; ARCIOLA et al., 2005]. In einigen neueren Studien wurde S.
epidermidis auch in pathogenen Biofiimen auf Dental-Implantaten gefunden,
welche nach Misserfolg verlorengingen [LEONHARDT et al., 1999].

6.2.2 Fluoreszenzfarbstoff

In dieser Studie wurde das Cytox-Violett-Cell-Proliferation-Assay-KIT verwendet
um die Menge an anhaftenden und lebensfahigen Bakterien auf den
Versuchsproben einfacher messen 2zu konnen. Die Veranderung der
Indikatorfluoreszenz zeigt die Aktivitat der zellularen Dehydrogenasen und ist
proportional zur Lebensfahigkeit der anhaftenden Bakterienzellen. Hierbei sei
erwahnt, dass diese spezifische Methode keine lebenden anhaftenden Bakterien
detektieren kann und somit nicht zwischen kultivierbaren vitalen Zellen und nicht-
kultivierbaren vitalen Zellen unterscheiden kann. Der Vorteil liegt in der einfachen
Handhabung und einer Ein-Schritt-Anwendung, welche prazise und
reproduzierbare Ergebnisse liefert. [Epigentek Group Inc., NY, USA] Zudem sind
fluorometrische Techniken sehr empfindlich und reproduzierbar in der
Quantifizierung der Biofilmbildung auf Implantatoberflachen [BURGERS et al.,
2010a].
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Dies ist wichtig, da HANNIG et al. (2007a) bei Bakterienanlagerungsversuchen
groBe Mengen von toten Bakterien (bis zu 40%) schon nach kurzer
Inkubationszeit auf den Versuchsproben fanden. Um diesem Phanomen entgegen
zu wirken, wurde in dieser Studie zwischen Anlagerung und Farbstoffzugabe
gespult.

6.2.3 Titan

In der dentalen Implantologie ist Titan wegen seiner Biokompatibilitat [NOGUTI et
al., 2012] und hervorragenden mechanischen Eigenschaften
(Korrosionsbestandigkeit, etc.) das am haufigsten und am erfolgreichsten
eingesetzte Standard-Material [NARDO et al., 2012; SCHMIDT et al., 2001]. Eine
Anderung an der Oberflachenmorphologie von Titan kann dabei sehr leicht durch
mechanische (Sandstrahlen), chemische (Atzen) [LANG et al., 2011; RUPP et al.,
2011; Del CURTO et al, 2005; HU et al., 2011; FROJD et al, 2011],
Beschichtungen [MISTRY et al., 2011; THOMA et al., 2011], elektromechanische
Modifikationen [GIORDANO, 2011; YOSHINARI et al, 2000] und weitere
Methoden erreicht werden. Titan wurde aufgrund seiner Indikation als Werkstoff
und wegen seiner Haufigkeit als Ausgangsmaterial fur dentale Implantate und

Suprakonstruktionen fur diese Studie ausgewanhlt.

6.2.4 Keramik

In den letzten Jahren wurde als Alternative zu Titan das hochfeste Zirkoniumdioxid
als Implantat- und Suprakonstruktionsmaterial eingefiihrt [VOLZ 2003; OZKURT et
al., 2011]. Es ist sehr korrosionsbestandig, zeigt eine verbesserte Asthetik an der
Weichgewebsmanschette, besitzt keine zerstorbare Passivierungsschicht, gilt als
Biomaterial und zeigt ein niedriges Potenzial fur eine Biofilmbesiedlung [HANNIG
und HANNIG, 2009; KAWAI et al., 2001; PICONI et al., 1999; RIMONDINI et al.,
2002; SCARANO et al., 2004; GOMES et al., 2011]. Uber Zirkoniumdioxid als
Implantat- und Suprakonstruktionsmaterial und seine mikrobielle
Leistungsfahigkeit liegen momentan noch sehr wenige Informationen vor.

Zirkoniumdioxid zeigt unter verschiedenen keramischen Materialien die geringste
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Biofilmanlagerung und die grote Materialharte [BREMER et al., 2011]. Im
Vergleich zu Titan konnte Zirkoniumdioxid die geringste Biofilmadh&sion aufzeigen
[NASCIMENTO et al., 2013]. Nach BUSSCHER et al. (2010) sind Biofilme auf
Keramik dunn aber dennoch hoch entwicklungsfahig.

Da Zirkoniumdioxidimplantate sich noch nicht in der routinemafigen klinischen
Anwendung befinden [OZKURT et al., 2011], zudem grundlegende Informationen
in seinem Adharenzverhalten herauszufinden sind, wurde dieses Material

ausgewahilt.
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Implantatmaterialien (Titan / Zirkoniumdioxid)

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie fur den Materialeinfluss der Werkstoffe
Titan und Zirkoniumdioxid auf die mikrobiell initiale Adhasion variierten zwischen
den Bakterienarten. Wahrend fur S. epidermidis primar die Rauheit entscheidend
fur die Anlagerung war, zeigte sich fur S. sanguinis der Werkstoff (Titan oder
Zirkoniumdioxid) als ausschlaggebender Faktor.

Far S. sanguinis war das Adhasionspotenzial auf Zirkoniumdioxid signifikant hoher
als auf Titan der entsprechenden Rauheit. Einige Autoren berichten Uber eine
antibakterielle Wirkung des Titans, was als Erklarung fur die eher gering
anhaftende Bakterienmenge auf Titan fur S. sanguinis in Frage kommen konnte
[BUNDY et al., 1980; LEONHARDT et al., 1995]. Titan bildet eine Oxidschicht an
der Oberflache [NARDO et al., 2012], was eine Erklarung fur die signifikant
geringeren Adhasionsergebnisse von S. sanguinis auf Titan sein konnte. Diese
Oxidschicht verhindert die weitere Korrosion und ist somit fur die biologische
Vertraglichkeit des Werkstoffes verantwortlich [NARDO et al., 2012]. Die
Passivierungsschicht ist dabei nicht elektronenleitend und selbst regenerierend
[VITA Zahnfabrik H. Rauter GmbH & Co.KG, Deutschland, 2010].

Hinsichtlich der Proteinadsorption und der bakteriellen Adhasion ahneln sich die
biologischen Eigenschaften von Titan und Zirkoniumdioxid [OLIVEIRA et al.,
2012], zudem zeigen beide Materialien Ahnlichkeiten in Biokompatibilitat und
Osseointegration [MOLLER et al., 2012]. Subtile, jedoch signifikante Unterschiede
finden sich bei bakteriellen Bindungsmustern [LIMA et al., 2008]. Fir das ahnliche
Verhalten von S. epidermidis auf beiden Oberflachen kdnnte dies eine Erklarung
sein.

In neueren Studien Uber die Biofilmbildung auf Implantatoberflachen ist man zu
dem Schluss gekommen, dass Zirkoniumdioxid ein niedrigeres Potenzial fur eine
bakterielle Adhasion zeigt als Titan. [SCARANO et al., 2004; RIMONDINI et al.,
2002] Ein Effekt, der auf die spezifische chemische Struktur und der daraus
resultierenden elektrischen Leitfahigkeit von Zirkoniumdioxid zurickgefuhrt wird
[SCARANO et al.,, 2004; AL-AHMAD et al., 2010; POORTINGA et al.,1999].

Zirkoniumdioxid zeigte unter verschiedenen keramischen Materialien die geringste
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Biofilmanlagerung [BREMER et al., 2011]. Im Vergleich zu Titan konnten
NASCIMENTO et al. (2013) zeigen, dass Zirkoniumdioxid die geringere
Biofilmadhasion zeigte [NASCIMENTO et al., 2013]. Andere Studien konnten die
Uberlegenheit von Zirkoniumdioxid im Hinblick auf seine mikrobielle
Adhasionstendenz nicht bestatigen, jedoch zeigen, dass die Biofilmentstehung
nicht durch die Art der Oberflachenbeschaffenheit des Materials beeinflusst wird
[van BRAKEL et al., 2011; AL-AHMAD et al., 2010; LIMA et al., 2008; TANNER et
al., 1997]. In einer in-vivo-Studie von SALIHOGLU et al. (2011) wurden keine
Unterschiede hinsichtlich des Adhasionsverhaltens und der Besiedelungstendenz
zweier parodontaler Keime auf den Materialien Titan und Zirkoniumdioxid
gefunden [SALIHOGLU et al.,, 2011]. Die Osseointegration von Zirkoniumdioxid-
Implantaten konnte durch Modifikation der Materialoberflache wesentlich
verbessert werden [NOWAK, 2010; MULLER et al., 2011a; OZKURT et al., 2011].
Die Einflisse von Rauheit und SFE auf die beiden Materialien und die beiden
Modellkeime werden unter 6.3.2 Rauheiten und 6.3.4 SFE diskutiert.

6.3.2 Einfluss der Rauheit

In der vorliegenden Studie fuhrte das Sandstrahlen (mit 50 ym und 250 pm
Korund, 2 bar, 15 sec.) zu einem signifikanten Anstieg der Rauheitswerte (Ra) von
Titan- und Keramikoberflachen. Trotz gleicher Behandlung, wie Polieren und
Sandstrahlen, wiesen die Titanoberflachen signifikant hohere Rauheitswerte auf
als Zirkoniumdioxidoberflachen. Dies erklart sich aus der hoheren Materialharte
von Zirkoniumdioxid (Harte nach Vickers (HV) = ~ 1300 HV 10 [nach GAUCKLER
et al. 2001]) im Vergleich zu Titanmaterialien (HV = ~ 126 - 200 HV 10 Titan Grad
1-4[ nach WEBER et al., 1992]). Dabei ist 1300 der Hartewert, HV das Verfahren
und 10 die Prufkraft F in Kilopond [WEBER et al., 1992].

Zur Auswertung der Rauheit wurde der arithmetische Mittelwert des
Rauhigkeitsprofils R, nach DIN 4768, ISO 4287/1 (siehe Abb. 13), also der
Durchschnitt aller eingesetzten Titan- und Keramikplatichen, in Mikrometern
bestimmt. R, ist dabei der arithmetische Mittelwert aller Abweichungen des
Rauheitsprofils von der mittleren Linie innerhalb einer Bezugsstrecke. Nach
EICHNER (2005) zeigt Ra, dass die Messwerte bei Abtastung des Prifobjektes an
unterschiedlichen Flachenausschnitten relativ konstant bleiben [EICHNER, 2005],
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da R, ,Spitzen® und ,Riefen” nicht unterscheiden kann [VOLK, 2005]. Weiterhin
werden verschiedene Profilformen nicht erkannt [VOLK, 2005]. Es ist also
notwendig den Charakter der Rauheit durch Voruntersuchungen zu bestimmen
[VOLK, 2005].

R
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Abb. 13 Schema der Mittenrauheit R,

Rﬂ by Mittlere Linie

>

Die R,-Werte der Proben waren hoher als die handelsublicher Implantat-
abutmentoberflachen, welche von 0,10 ym bis 0,30 um reichen [QUIRYNEN et al.,
1994a]. Diese Rauheit wurde dadurch erreicht, dass die Oberflachen nicht nur
sandgestrahlt, sondern anschlieBend zusatzlich geatzt wurden. Nach der
Klassifikation von ALBREKTSSON und WENNERBERG (2004) gelten glatte
Materialien aus Keramik und Titan und mittelraue Keramiken als ,glatt“ bei einem
Ra-Wert<0,5 ym, mittelraues Titan als ,geringfugig rau“ (R,=0,5 — 1,0 ym), raue
Keramik als ,mafig rau" (R,=1,1 bis 2,0 um) und raues Titan als ,rau” (R.>2,0
um). Somit entsprechen die hergestellten und verwendeten Rauheitswerte denen
der Klassifikation. Fur die Betrachtung des Adhasionspotenziales konnten
BOLLEN et al. (1996) und QUIRYNEN et al. (1996) fur Titan einen Schwellenwert
von R,=0,2 pym ermitteln, unter welchem eine Anderung der Rauheit keinen
signifikanten Einfluss mehr auf die Biofilm-Menge ergab.

In der vorliegenden Studie lagen die mittelrauen und rauen Oberflachen Uber
einem Rz-Wert von 0,2 ym und somit Uber diesem Schwellenwert, wodurch eine
Korrelation zwischen Rauheit und bakterieller Adhasion erwartet werden konnte.

In den meisten bisherigen Studien Uber die bakterielle Adhasion auf Titan- und
Keramikoberflachen konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge der
adharierten Bakterien und der zunehmenden Rauheit gezeigt werden [SCARANO
et al., 2004; AL-AHMAD et al., 2010; RIMONDINI et al., 2002, 1997; BURGERS et
al., 2010a+b].
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Dennoch berichteten zwei in-vivo-Studien Uber gegensatzliche Beobachtungen
hinsichtlich der Auswirkung der Oberflachenrauheit auf die bakterielle Adhasion.
GATEWOOD et al. (1993) und WENNERBERG et al. (2003) konnten dabei keine
unterschiedlichen Mengen des adharierten oralen Biofilms, weder auf rauem noch
auf glatten Titan-Oberflachen, finden. AL-AHMAD et al. (2010) gehen davon aus,
dass der Einfluss Rauheit und Material durch die Biofilmreifung kompensiert
werden [AL-AHMAD et al.,2010].

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass nicht die Oberflachenrauheit den
entscheidenden Einfluss auf die Menge des anhaftenden Bakteriums hatte,
sondern die Wahl des Bakteriums sich unterschiedlich auf die verschiedenen
Rauheitswerte und Oberflachen auswirkte. So zeigte sich, dass S. epidermidis
tendentiell die glatten Oberflachen bevorzugte, egal ob Zirkoniumdioxid oder Titan.
Zwischen beiden glatten Oberflachen fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied bei der Kolonisation von S. epidermidis, jedoch zwischen den glatten
und den rauen Oberflachen bei beiden Materialien. S. sanguinis hingegen
besiedelte die keramischen Oberflachen mit steigender Rauheit starker. Fur die
geringere Anhaftung von S. sanguinis auf Titanoberflachen konnte der Einfluss der
Passivierungsschicht von Titan eine Erklarungsmoglichkeit bieten. DRAKE et al.
(1999) untersuchte ebenfalls die Besiedelung von S. sanguinis auf
Titanoberflachen mit drei verschiedenen Rauheitswerten. Wahrend er einen
signifikanten Unterschied zur glatten Oberflache aufzeigte, konnte in vorliegender
Studie lediglich eine tendentiell groRere Besiedelung bei hoherer Rauigkeit
festgestellt werden. Dieses Ergebnis liegt mutmallich daran, dass die Differenz
der Ro-Werte bei DRAKE et al. (1999) grofder ist als in vorliegender Studie.

Fuir eine eindeutige Klarung dieses Sachverhaltes sollten weiterfUhrende
Versuchsreihen erfolgen, die weitere Einflussfaktoren (Passivierungsschicht)
bertcksichtigen. Auch sollten alle 619 Taxa in ihrem Adhasionsverhalten

untersucht werden.

6.3.3 AFM

Die rasterkraftmikroskopische Betrachtung (AFM) wurde zur Darstellung der
unterschiedlichen Oberflachenrauheiten verwendet. Diese Methode kann im
Ruckschlussverfahren ein genaueres Bild der Art und Weise der Bakterienhaftung
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sowie deren Quantitat (Anzahl) zeichnen. Im Gegensatz zum Tastschnittverfahren
(Perthometer) konnen unregelmafigere Materialstrukturen erfasst werden. Es
wurden Scanbereiche von 9 pm? (Abb.10) und von 900 pm? (Abb.10)
aufgenommen.

Bei naherer Betrachtung des 9 ym? Scan-Bereiches (siehe Abb.10b) und in Bezug
auf die BakteriengroRe (eine einzelne Zelle misst ungefahr 1 um im Durchmesser)
konnten keine Unterschiede im Oberflachenprofil und in der Morphologie zwischen
allen getesteten Oberflachen gefunden werden, aul3er fur raues Titan.

Durch rasterkraftmikroskopische Analysen, sind die meisten Oberflachen rau,
dabei ist es irrelevant, wie gut die Oberflachenpolitur erfolgte. Eine absolut glatte
Oberflache gibt es nicht, sondern es handelt sich dabei lediglich um eine Definition
bei welcher Rauheit und welchem optischen Auflosungsvermogen eine Oberflache
als ,glatt” bezeichnet wird. Spanische Wissenschaftler schafften 2008 eine zuvor
unerreicht hochglatte Oberflache, indem sie eine nur wenige Nanometer starke
Bleischicht auf einen Siliziumwafer aufbrachten [BARREDO et al., 2008]. Dabei ist
diese Schicht auch nicht ganzlich glatt, sondern zeigt in unregelmafigen
Abstadnden Erhohungen und Vertiefungen [BARREDO et al., 2008]. Deshalb
bieten bis jetzt alle Arten von Oberflachen eine ausreichende Haftung fur eine
mikrobielle Anhaufung [POON et al, 1995]. Fir eine noch genauere
Oberflachenprofil-Analyse eignen sich Optische-3D-Messverfahren, da beim
Tastschnittverfahren und der AFM-Methode durch die Form der Diamant- oder
AFM-Spitze eine Tiefpass-Filterung des wahren HoOhenprofils erfolgt, wobei
schmale ,Taler” ausgefiltert und scharfe Spitzen verbreitert werden
[STOCKHAUSEN, 2009]. Implantathersteller kbnnen mittels 3D-Messverfahren die
gesamte Oberflachentopographie eines Implantates flachenhaft analysieren und
so die entsprechende Proteinbindungskapazitat sicherstellen, die fur den

nachhaltigen und optimalen Knochenverbund gefordert wird [KRENN, 2009].

Bei ndherer Betrachtung des 900 pm? Scan-Bereiches im AFM konnten
grof¥flachige Unebenheiten (>30 um) beobachtet werden (Abb. 10). Die sich
daraus ergebenen hohen R,-Werte auf den sandgestrahlten rauen Titan- und
Zirkoniumdioxidproben hatten keinen Einfluss auf die bakterielle Adhasion in
diesem semistatistischen Versuchsaufbau. Allerdings konnten diese Unebenheiten
in einem in-vivo-Test mit supragingival angeordneten Probenkorpern und dem

Einfluss von intraoralen Abscherkraften eine vermehrt mikrobielle Adhasion
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zulassen [BURGERS et al., 2010a; HANNIG, 1999a; QUIRYNEN et al., 1993].

Dementsprechend erklaren die kleinen Rillen (Messung ca. 0,5 pm im
Durchmesser im AFM) auf glatten Zirkoniumdioxidoberflachen die erhohten
Haftungen von Bakterien, gegenuber vollig ebenen Titanoberflachen, da
nachgewiesen wurde, dass die initiale mikrobielle Besiedelung von kleinen und
nicht von grolen Unebenheiten und Rillen begunstigt wird [LIE, 1977, 1979; LIE
und GUSBERTI, 1979; NYVAD und FEJERSKOQOV, 1987]

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Oberflachenrauheitswerte R, allein nicht
ausreichen um den Einfluss der Oberflachenmorphologie auf die initiale bakterielle
Adhasion zu charakterisieren. Bei der periimplantaren Umgebung handelt es sich
um ein bewegungsloses und ein halbstatisches Umfeld, das zusatzlich eine
genauere oberflachenmorphologische Betrachtung und eine Auswertung per 3D-
Mikrostrukturanalyse erfordert. Diese Beobachtungen werden durch BARBOUR et
al. (2007) gestutzt, die eine unterschiedliche bakterielle Adhasion auf Oberflachen
der gleichen Rauheit, aber unterschiedlicher Oberflachenmorphologie, beobachtet
haben. Die unterschiedlichen Hafteigenschaften von S. epidermidis und
S. sanguinis auf den getesteten Oberflachen kann auf morphologische
Unterschiede zwischen den Bakterienarten zurtickzufuhren sein. Sie beobachteten
weiterhin, dass A. naeslundi besser auf glatten Oberflachen als auf rauen
Oberflachen haftet, wahrend S. mutans raue Substrate bevorzugt [BARBOUR et
al., 2007]. Auch haben TAYLOR et al. (1998) keine eindeutige Beziehung
zwischen der Oberflachenrauheit von PMMA-Oberflachen und der Menge an
adharenten S. epidermidis finden konnen. Ein weiteres Indiz, dass fur
S. epidermidis die Rauheit einen geringen Einfluss auf die bakterielle Adhasion
haben konnte. Fur eine detailliertere und wesentlich genauere und
reproduzierbarere Analyse der Oberflachenmorphologien ware die Nutzung eines

optischen 3D-Messsystems zu bevorzugen.

6.3.4 Einfluss SFE und Hydrophobizitat

Neben Oberflachenrauheit und Morphologie sind die Hydrophobizitat und die freie
Oberflachenenergie (SFE) einer Implantatoberflache bekannte Einflussgrofen fur
die bakterielle Adhasion [QUIRYNEN et al., 1994a+b; SUBRAMANI et al., 2009].

79



DISKUSSION

Die freie Oberflachenenergie kann dabei durch eine Randwinkelmessung oder
sog. Goniometrie  verschiedener  Flussigkeiten  mit  unterschiedlichen
Hydrophobizitdten [BURGERS et al., 2010a] oder mit Hilfe der Benetzbarkeit
durch Bestimmung des Wasser-Kontaktwinkels [BURGERS et al., 2009]
berechnet werden.

Der Randwinkel (auch Kontaktwinkel 6 genannt; Abb. 14) wurde aus der
Winkeldifferenz zwischen der horizontalen oder ebenen Festkorperoberflache und
der Tangente am Tropfenrand mit Hilfe eines Fadenkreuzes in der
Goniometersoftware gebildet und errechnet.
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Abb.14 Kontaktwinkel 8 eines Fliissigkeitstropfens auf einer festen ebenen Oberflaiche [ADAM,
LAUGER et al., 2009 — Physikalische Chemie und Biophysik]

Ist der Randwinkel >90°, ist der Tropfen nicht benetzend. Ist der Tropfen jedoch
benetzend, wird der Randwinkel <90°. Diese Methode wurde in der Young-Gaul3-
Gleichung (1830) definiert und dient der Charakterisierung der Interaktion
zwischen Tropfen und Probe. Die Young-Gleichung beschreibt den
Zusammenhang zwischen dem  Kontaktwinkel und den jeweiligen
Oberflachenenergien. [KWOK et al., 1998]

Dabei ist diese von der Polaritat, der Hydrophilie und der Benetzbarkeit der
eingesetzten Komponenten abhangig. Die vollige Benetzung tritt dann ein, wenn
die freie Oberflachenenergie der Festkorperoberflache gleich oder grof3er als die
Oberflachenspannung der Flussigkeit ist (0). Der resultierende Randwinkel 6 wird
zu Null und die Oberflache ist damit hydrophil und hat damit mehr polare
Molekulgruppen. Ein Tropfen mit hoher Oberflachenenergie (z.B. Wasser) auf
einer Probe mit niedriger Oberflachenenergie (z.B. Teflon) appliziert, erzeugt
einen relativ hohen Randwinkel. Wird der FlUssigkeit eine grenzflachenaktive
Verbindung (=Tensid) zugefuhrt, dann wird die Oberflachenspannung der
Flussigkeit sinken und der Tropfen wird sich auf der Probe weiter ausbreiten. Als

Resultat wird der Randwinkel wesentlich kleiner ausfallen. [ADAM et al., 2009]
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In der vorliegenden Studie wurden zwei verschiedene Materialproben mit
unterschiedlichen Hydrophobizitaten bei unterschiedlicher Oberflachenrauheit,
ausgewahlt um den Einfluss der Oberflachenrauheit auszuschlieen.

Fur S. sanguinis konnten keine Unterschiede hinsichtlich der bakteriellen
Adhasion zwischen hydrophoben und hydrophilen Oberflachen von
Zirkoniumdioxid und Titan gefunden werden. S. sanguinis zeigte grofltenteils eine
Hydrophilie. Dabei bestand eine groRere Affinitat zum Zirkoniumdioxid als zu
Titan. Die EinflussgroRe ,Hydrophobizitat® hatte fur S. sanguinis nur einen
geringen Einfluss. Die Materialwahl schien fur S. sanguinis wichtiger zu sein. Fur
GRIVET et al. (2000) gab es eine signifikante Korrelation zwischen der
bakteriellen Adhasion von S. sanguinis und der Substrat-Hydrophobie, wonach
hydrophobe Metall-oberflachen die Haftung hydrophober Bakterien begunstigen.
Die Kombination von Hydrophobizitdt und Oberflachenrauheit fuhrte zu einer
signifikant groReren Adhasion auf den rauen, hydrophilen und hydrophoben
Probekorpern gegenuber den entsprechenden glatten. Auch HAUSER-
GERSPACH et al. (2007) konnten zeigen, dass die Oberflacheneigenschaften von
S. sanguinis-Zellen eine hydrophile Natur haben. Wohingegen die Zelloberflache
nach GRIVET et al. (2000) hydrophob ist.

Im Gegensatz dazu bevorzugte S. epidermidis hydrophobe Oberflachen und wies
selbst eine Hydrophobizitat auf. Zudem bestand eine hohere Affinitat zum
Werkstoff Titan als zum Zirkoniumdioxid. Dabei spielte die Oberflachenrauheit
keine entscheidende Rolle.

Ergebnisse aus verschiedenen Studien berichten dabei widersprachlich Uber die
freie Oberflachenenergie und Hydrophobizitat in Bezug auf die mikrobielle
Adhasion [GRIVET et al., 2000; NASSAR et al., 1995]. Es hat sich gezeigt, dass
nach dem thermodynamischen Modell der mikrobiellen Adhasion, hydrophobe
Materialien bevorzugt durch hydrophobe Bakterien besiedelt werden und
umgekehrt [WEERKAMP et al., 1988, 1985; GRIVET et al., 2000; MABBOUX et
al., 2004; VERRAN et al., 1996]. Folglich werden die Hafteigenschaften von
unterschiedlichen Bakterien durch die Hydrophobizitat der bakteriellen
Zelloberflache beeinflusst [TEUGHELS et al., 2006; GRIVET et al., 2000]. Beide,
S. epidermidis und S. sanguinis sind dafur bekannt, dass sie eher hydrophobe
Zelloberflachen besitzen und daher hydrophobe Oberflachen von Implantaten
bevorzugen [GRIVET et al., 2000; VERRAN et al., 1996].
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Die Oberflachenrauheit selbst kann bekanntermallen die Hydrophobizitat
beeinflussen [LIM und OSHIDA, 2001], dennoch haben Studien deutlich gemacht,
dass geringe Abweichungen in der Oberflachenrauheit die Hydrophobizitatswerte
nicht wesentlich beeintrachtigen [QUIRYNEN et al., 1996]. Im Falle einer
Interaktion zwischen Oberflachenrauheit und Hydrophobizitat scheint die Rauheit
in in-vitro-Studien eine dominante Rolle zu spielen [TEUGHELS et al., 2006;
BURGERS et al., 2010a; QUIRYNEN und BOLLEN, 1995]. QUIRYNEN und
BOLLEN (1995) fordern deswegen glatte Oberflachen mit einer niedrigen
Oberflachenenergie um eine Verringerung der Biofilmadhasion zu erreichen. Nach
Al-RADHA et al. (2012) ist die SFE eine wichtige EinfluBgroRe fur die initiale
Bioflimadhasion auf glatten Titan- und Zirkoniumdioxidoberflachen.

AbschlielRend ware anzumerken, dass eine Analyse der Bakterienzelloberflache
weitere wichtige Erkenntnisse liefern konnte. Da auf dieser die wichtigen Adhasine
liegen, die einen entscheidenden Einfluss auf die Adhasionsprozesse der
Bakterien mit Oberflachen haben konnten und diese nicht nur fur die Zell-Zell-

Interaktion wichtig erscheinen.
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7 Schlussfolgerungen

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl Oberflachenhydrophobizitaten
als auch Rauheit das Adhasionspotenzial von Bakterien beeinflussen kdonnen. Fur
S. sanguinis wurde gezeigt, dass die Oberflachenrauheit der bestimmende Faktor
fur die initiale Adhasion in dieser Versuchsanordnung ist und dass das spezifische
Substrat eine starke Wirkung zeigen kann, wahrend bei S. epidermidis die
Hydrophobizitat auf der Implantatoberflache wichtiger zu sein scheint als die
Oberflachenrauheit. Allerdings fuhren die Ergebnisse dieser Untersuchung zu der
Hypothese, dass die Oberflachenrauheit nicht zwangslaufig, wie vielfach in der
Literatur beschrieben, den domminierenden Faktor fur die Biofilmbildung auf
Implantatoberflachen darstellt, sondern, dass zudem andere Parameter, wie die
Hydrophobizitdat in Betracht gezogen werden muissen. Absolute und
allgemeingultige Aussagen fur die zahnmedizinische Anwendung konnen aufgrund
der unterschiedlichen Adhasionsergebnisse der beiden Bakterienstamme nicht
formuliert werden. Dies kann nur durch weitere Untersuchungen Uber eine groRere
Anzahl von Bakterienspezies (619 Taxa) und Multi-Spezies-Biofilmen erfolgen.

Nur dann wurden allgemeingultige Zusammenhange klarer werden.
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8 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die in-vitro-Untersuchung der Biofilmbildung
auf verschiedenen Implantatmaterialien unter den Einflissen Rauheit und
Hydrophobizitat. Als Material wurde Reintitan und Yttrium-stabilisiertes
Zirkoniumdioxid untersucht.

Die Proben wurden mit unterschiedlicher Oberflachentopographie sowie
Hydrophobizitat (hydrophob / hydrophil) versehen. Durch Perthometrie (R,) wurde
die mittlere Oberflachenrauheit ermittelt. Mit Hilfe der Atomic Force Microscopy
(AFM) wurde das Oberflachenrelief dargestellt. Die Hydrophobizitaten wurden
durch goniometrische Messungen identifiziert. Zu den verwendeten
Bakterienkulturen zahlten  Streptococcus sanguinis und  Staphylococcus
epidermidis, welche sich bei 37°C fur zwei Stunden auf jedem Material anlagerten.
Fur die mikrobiologische Analyse der erfolgten Anlagerung wurde die Fluoreszenz
mittels automatisiertem Multi-Fluoreszenzmessgerates ermittelt. Die Daten der
Hydrophobizitadten wurden mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms verarbeitet.

Es wurde festgestellt, dass sowohl Oberflachenhydrophobizitat, wie auch Rauheit,
die Hafteigenschaften von Bakterien beeinflussen kdonnen. Fur S. sanguinis war
die Oberflachenrauheit fur eine initiale Adhasion der bestimmende Faktor, sowie
die Werkstoffauswanhl, welche auf keramischen Oberflachen signifikant hoher war
als auf Titanoberflachen. Fur S. epidermidis schien die Hydrophobizitat auf der
Implantatoberflache bedeutender zu sein als die Oberflachenrauheit. Hydrophobe
Oberflachen zeigten eine starkere Adhasion als hydrophile Oberflachen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Oberflachenrauheit nicht zwangslaufig der
bestimmende Faktor fur die Biofilmbildung auf Implantatoberflachen bei diesen
Bakterienspezien ist, sondern, dass zudem andere Parameter in Betracht gezogen
werden mussen, wie die Hydrophobizitat und die vorhandenen Adhasine auf der
Bakterienzelloberflache. Bestimmende und allgemeingultige Aussagen fur die
zahnmedizinische Anwendung konnen aufgrund der unterschiedlichen
Adhasionsergebnisse der beiden Bakterienstamme nicht formuliert werden. Dies
kann nur durch weitere Untersuchungen uber eine groldere Anzahl von
Bakterienspezies (619 Taxa) und Multi-Spezies-Biofilmen erfolgen. Nur dann
wurden allgemeingultige Zusammenhange klarer werden und grundsatzlich

formuliert werden kdnnen.
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