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1 Einleitung

In Deutschland tragen viele, Uberwiegend édltere Patienten herausnehmbaren Zahnersatz. Laut der
aktuellen, flinften deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS V [Jordan et al. 2016a]) ist die Anzahl
fehlender Zahne in allen Altersstufen riicklaufig; dies ist auf bessere Prophylaxe, (zahn-)
gesundheitliche Aufklarung, bessere Mundhygiene und dadurch bedingten langeren Erhalt eigener
Zahne zurtckzufihren. Im Jahr 1997 (DMS Ill) war noch jeder vierte jlingere Senior (65- bis 74-
Jahrige) zahnlos (24, 8 Prozent), heute nur noch jeder Achte (12,4 Prozent) (siehe Abb. 1). Dariber
hinaus besitzen jlingere Senioren heutzutage mindestens finf eigene Zdhne mehr als noch im Jahr
1997 (DMS 1lI: 10,4 vs. DMS V: 16,9 Zdhne) [Jordan et al. 2016a].

Zahnverluste und Zahnersatz bei jiingeren Senioren

vollige Zahnlosigkeit

24,8 %
gt 12,4 %
DMS III o
DMS 1V (2014)
(2005)
Sozialschichtabhangigkeit bei der Zahnlosigkeit —l
16,4 % 6,7 % 3,8 %
~— — —_—
niedriger Sozialstatus mittlerer Sozialstatus hoher Sozialstatus

Abb. 1: Halbierung der Zahnlosigkeit bei jlingeren Senioren (65- bis 74-Jahrige);
Sozialschichtabhangigkeit bei Zahnverlusten [Jordan et al. 2016b].

Die funfte deutsche Mundgesundheitsstudie betrachtete dariiber hinaus einen weiteren wichtigen
Aspekt der deutschen Zahn- und Mundgesundheit: altere Senioren (75- bis 100-Jdhrige) mit
Pflegebedarf wurden mit Altersgenossen ohne Pflegebedarf verglichen. Abb. 2 zeigt deutlich auf,
dass pflegebediirftige, altere Senioren einen niedrigeren Kariessanierungsgrad (69,2 Prozent vs. 83,0
Prozent) und weniger eigene Zahne haben (22,4 vs. 17,8 fehlende Zahne), zudem liegt haufiger eine
vollige Zahnlosigkeit vor (53,7 Prozent vs. 32,8 Prozent). Drei wichtige Kriterien nehmen bei
pflegebediirftigen, alteren Senioren stark ab: Therapiefahigkeit, Mundhygienefahigkeit und
Eigenverantwortung [Jordan et al. 2016a]. Das alles sind Griinde dafiir, dass, trotz der allgemeinen
Tendenz zu festsitzendem Zahnersatz, altere, pflegebediirftige Senioren nach wie vor haufig tber
herausnehmbaren Zahnersatz verfligen [Heidemann 2008; Jordan et al. 2016a].



Mundgesundheit von dlteren Senioren mit Pflegebedarf

Kariessanierunasarad | E— 53,0 %o
9s9red | N 69,2 %
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hygiene erforderlich I 29,8 %

vollige Zahnlosigkeit

Mundgesundheit Mundgesundheit altere Senioren
altere Senioren mit Pflegebedarf

Abb. 2: Altere Senioren mit Pflegebedarf (75- bis 100-Jdhrige) weisen eine schlechtere
Mundgesundheit auf und bendtigen mehr Hilfe bei der Mundhygiene [Jordan et al. 2016b].

Einerseits gilt die gute Hygienefahigkeit als einer der Hauptvorteile von herausnehmbaren Zahnersatz
— dies spielt vor allem bei alteren, manuell gehandicapten und pflegebediirftigen Patienten eine
wichtige Rolle [Heidemann 2008] — andererseits muss beachtet werden, dass herausnehmbarer
Zahnersatz eine Adhasionsgrundlage fir Mikroorganismen schafft. So haben Nair et al. kirzlich
gezeigt, dass zwischen der Tragedauer von herausnehmbaren Zahnersatz und der mikrobiellen
Kontamination des Zahnersatzes ein linearer Zusammenhang besteht — je langer die Tragedauer,
desto hoher die Zahl adharierter Mikroorganismen. Streptokokken und Staphylococcus aureus waren
nach einem Monat Tragedauer signifikant (P<.05) nachweisbar, Candida albicans, Diptheroide,
Escherichia coli und Mikrokokken waren nach sechs Monaten Tragedauer zusatzlich deutlich
vorhanden [Nair et al. 2016]. Bianchi et al. haben in lhrer Untersuchung festgestellt, dass Patienten
mit herausnehmbarem Zahnersatz viel haufiger orale Candida-Vorkommen aufweisen als Patienten
ohne herausnehmbaren Zahnersatz und dass fast alle Patienten, die an einer Candidiasis erkrankt
sind, Prothesentrager waren (83,3 Prozent) [Bianchi et al. 2016].

Zahlreiche weitere Krankheiten, die, aufgrund des groReren Keimreservoirs, vermehrt bei
Prothesentragern auftreten kénnen, werden seit langer Zeit untersucht: Prothesenstomatopathien
[Walter and Frank 1985; Corrado 1990; Martori et al. 2014], Cheilitis angularis [Corrado 1990;
Martori et al. 2014], Candidiasis [Baran and Nalcaci 2009; Bianchi et al. 2016], Candida-Pneumonien
[Hietala et al. 1982], Pneumonien, die durch schlechte Mundhygiene bei Patienten mit
herausnehmbarem Zahnersatz ausgel6st werden konnen [linuma et al. 2015], gastrointestinale
Infektionen und Aspirationspneumonien, die als disseminierte Infektionen durch oralen Candida
albicans auftreten kdnnen [Nikawa et al. 2005; Coulthwaite and Verran 2007].

Um diesen Krankheiten vorzubeugen, werden Moglichkeiten gesucht, die Keimzahl auf
herausnehmbarem Zahnersatz zu reduzieren.

Metalloxide wie Zinkoxid, Calciumoxid und Titandioxid wurden untersucht und ihnen werden
antimikrobielle Eigenschaften zugeschrieben — es konnten antifungale Effekte [Sawai and Yoshikawa
2004] und die Hemmung mikrobieller Adhdsion auf Kunststoffen nachgewiesen werden [Arai et al.
2009]. Vor allem Metalloxide in Nanopartikelform zeigen antimikrobielle Aktivitdit — Zinkoxid-

2



Nanopartikel zeigten starke Wirkung gegen gram-positive und gram-negative Bakterien [Azam et al.
2012; Dizaj et al. 2014].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Biofilmbildung auf Prothesenbasismaterialien, die mit
nanopartikuldaren Zusatzen von Zinkoxid, Calciumoxid und Titandioxid modifiziert wurden, zu
untersuchen. Der Studie lag die Hypothese zugrunde, dass eine Modifikation der
Prothesenbasismaterialien mit Zinkoxid, Calciumoxid und Titandioxid eine Verminderung der
Biofilmbildung bewirkt.



2 Literaturiibersicht

2.1 Physiologische Grundlagen

2.1.1 Natiirlicher Speichel

2.1.1.1 Bildung

Der Speichel wird in der Mundhohle zu einem kleinen Teil von den akzessorischen Speicheldriisen
gebildet - diese liegen vor allem in Lippen, Zunge, Wangenschleimhaut und Gaumen [Holsinger and
Bui 2007] - und zu einem deutlich groBeren Teil von den drei paarig gelegenen, grofen
Speicheldriisen: Glandula parotis, Glandula submandibularis und Glandula sublingualis [Ekstrand and
Zero 2012]. Die Ohrspeicheldriise (Glandula parotis) ist die groRte dieser drei Speicheldriisen und
wiegt im Mittel zwischen 15 — 30 g. Sie ist eine rein serdse Driise und sezerniert Gber den Stenon-
Gang einen wassrigen, Amylase-haltigen Speichel in die Mundhohle [Holsinger and Bui 2007;
Ekstrand and Zero 2012]. Der serose Speichel der Glandula parotis enthalt zusatzlich zum Wasser,
Elektrolyte und Glykoproteine [Vaupel 2010]. Bei den Unterzungen- und Unterkieferdriisen (Glandula
sublingualis und Glandula submandibularis) handelt es sich um gemischte Driisen, sog. sero-mukédse
Drisen, die zusatzlich Muzine (saccharidreiche Glykoproteine) produzieren [Vaupel 2010]. Hierbei
handelt es sich bei der Glandula submandibularis um eine vorwiegend serdse, bei der Glandula
sublingualis um eine vorwiegend mukése Driise [Holsinger and Bui 2007].

Innerhalb eines Tages werden 0,6-1,5 | Speichel sezerniert [Vaupel 2010]; die unstimulierte
Bildungsrate liegt bei 0,25 ml Speichel pro Minute, die durch Stimulation auf 0,7 ml pro Minute
ansteigt [Ekstrand and Zero 2012]. Die reflektorische Erhohung der Sekretion wird ausgeldst durch
Nahrungsaufnahme, Geruch und Anblick von Speisen, aber auch durch Ubelkeit [Vaupel 2010]. Der
durchschnittliche pH-Wert des Speichels liegt zwischen 6,75 und 7,25, variiert aber abhangig von der
SpeichelflieBrate und der Pufferkapazitat. Die Menge aus Ruhespeichel und stimuliertem Speichel
bezeichnet man als Gesamtspeichel [Marsh and Martin 2003].

Die Speichelbildung ist zweiteilig: so handelt es sich bei dem in den Drisenazini gebildeten
Primarspeichel zunachst um einen blutisotonen Speichel, der sich nach Durchtritt durch die
Drisenausfiihrungsgange durch Resorptions- und Sezernierungsvorgange von Na*, K*, Cl-lonen und
Wasser zu einem hypotonen Speichel wandelt [Hick 2013].

2.1.1.2 Zusammensetzung

Der Gesamtspeichel besteht zu 99,5 % aus Wasser, die librigen 0,5 % stellen anorganische (0,17 %)
und organische (0,33 %) Bestandteile dar [Jungermann and Mohler 1980], die in ihrer Menge und
Zusammensetzung abhangig von den dulleren Einflissen und individuellen Begebenheiten stark
variieren [Mandel 1987a]. Die Zusammensetzung des Speichels hdangt zum einen davon ab, aus
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welcher Speicheldriise der Speichel stammt, und zum anderen, ob es sich um stimulierten oder
unstimulierten Speichel handelt [Edgar et al. 2004; Klimek 2007b].

Die bedeutendsten anorganischen Bestandteile sind Elektrolyte wie Kalium, Natrium, Kalzium,

Chlorid, Bikarbonat, Phosphat sowie Thiocyanat und Fluorid [Edgar et al. 2004; Klimek 2007b].

unstimuliert stimuliert

Natrium (mmol/I) 2-26 13-80
Kalium (mmol/I) 13-40 13-38

Kalzium (mmol/I) 0,5-2,8 0,2-4,7
Chlorid (mmol/l) 8-40 10-56
Bikarbonat (mmol/I) 0,1-8 4-40
Phosphat (mmol/l) 2-22 1,5-25
Thiocyanat (mmol/l) 0,4-5 0,4-3

Fluorid (umol/I) 0,2-2,8 0,8-6-3

Tab. 1: Wichtige anorganische Bestandteile des Gesamtspeichels [Whelton 2004].

Die organischen Bestandteile setzen sich zusammen aus niedermolekularen Bestandteilen wie
Harnstoff, Harnsaure, Lipiden, Milchsaure, Zitronensaure und Glucose, und hochmolekularen wie
Glykoproteine (Muzine), Enzyme (Amylase, Peroxidase, Lysozym), Immunglobuline (IgA) und
antibakteriell wirksame Proteinen [Hinsberg and Schmid 1953; Buddecke 1981; Scheibe 2006].

Gesamtprotein (Proteine und Glykoproteine) ca.2 g/l
a-Amylase ca.0,4 g/l
Muzine ca.0,4 g/l
Lysozym ca. 0,2 g/l
Prolin-reiche Proteine ca.0,2-0,8 g/l
Harnstoff 3-5 mmol/I

Tab. 2: Wichtige organische Bestandteile des Gesamtspeichels [Tenovuo 2004].

Die hiufigsten organischen Bestandteile sind Glykoproteine und Proteine (ca. 2 g/l Gesamtspeichel),
die zu 90 % von den Speicheldrisen gebildet werden; 10 % der Proteine sind Stoffwechselprodukte
von Bakterien und stammen aus dem Blutserum oder den Zellen der Mundschleimhaut. Zu diesen
Proteinen zahlen u.a. das Enzym a-Amylase, antibakterielle Proteine wie Lysozym, Lactoferrin und
Peroxidase sowie Immunglobulin A [Buddecke 1981]. Das wichtigste Glykoprotein im Speichel ist
Muzin, das in zwei verschiedenen Formen auftritt: hochmolekulares Muzin-Glykoprotein 1 (MUC5B,
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friher MG1 [Thornton et al. 1999]) und Glykoproteine des Muzintyps 2 mit niedrigem
Molekulargewicht (MUC7, friher MG2 [Bobek et al. 1993]) [Tenovuo 2004; Scheibe 2006; Klimek
2007b]. Weitere wichtige Komponenten sind prolinreiche Proteine (PRPs) und Statherin, die als
Inhibitoren wirken, indem sie der Ausfdllung von Kalziumphosphaten entgegenwirken, sowie
Agglutinin, histidinreiche Proteine (Histatine), Defensine und Cystatine [Klimek 2007b]. Auch freie
Aminosduren kommen im Speichel vor; Glutaminsaure, Glycin, Serin, Asparginsdure, Alanin und
Leucin wurden beispielsweise in hoheren Konzentrationen nachgewiesen [Al-Hashimi and Levine
1989].

2.1.1.3 Funktion

Die Funktionen des Speichels sind so vielfaltig wie seine Zusammensetzung.

Speichel und seine Funktionen

\“\\ Prolinreiche Proteine .
3 Statherin e ———t— Muzine
\ Kalziumphosphat ’7{__.,-»"" ==
Laktoferrin
Remineralisation Inhibition der » Lekioparidasn
TN Demineralisation Histamin
Prolinreiche Agglutinin
Glykoproteine BN Cystatin
Muzine NG S| e
/  Benetzung, o ‘ Antibakterielle
| Viskoelastizitat ZAHNE Eigenschaften
]‘ J‘/ /// - > R
1 [ [ speichel-
| \ \ funktionen
Bikarbonat | - =
Phosphat \ Pufferfunktion e /—'\\\_ " MIKRO-

Proteine - NAHRUNGS- |ORGANISMEN

Immunglobuline

Amylase
DNAse
RNAse Geschmack
Lipase Bolus
Protease
Gustin ———

(Zink-bindendes
Protein) / Muzine

Abb. 3: Funktionen des Speichels, abhdngig von den Speichelbestandteilen [van Nieuw Amerongen et
al. 2004].

Die sechs Hauptaufgaben des humanen Speichels sind [Tenovuo et al. 1981; Tabak et al. 1982;
Mandel 1987b; Douglas 1994; Rudney 1995; Humphrey and Williamson 2001; Marsh and Martin
2003; van Nieuw Amerongen et al. 2004; Klimek 2007a; Ekstrand and Zero 2012; Hellwig et al. 2013]:

(1) Spul-/Reinigungsfunktion: Verantwortlich fiur das Spulen und Reinigen der Mundhdhle ist der
Speichel als Gesamtfliissigkeit mit seinem Hauptbestandteil Wasser.



(2) Pufferung von Sauren: Diese Aufgabe libernehmen Bikarbonat- und Phosphatpuffer, indem sie
organische Sauren neutralisieren und Speichel zu einer kalzium- und phosphatreichen
Remineralisationslésung machen.

(3) (Re-)Mineralisation und Inhibition der Demineralisation von Zahnhartsubstanzen: Unterstitzend
fir die Remineralisation wirken anorganische Bestandteile wie Fluorid, Kalzium und Phosphat sowie
das Protein Statherin.

(4) Lubrikation der gesamten Mundhdhle: Die Muzine dienen der Benetzung der Gewebe, schiitzen
vor Austrocknung und fihren gemeinsam mit Wasser zur Formung eines Speisebolus, wodurch
Kauen, Schlucken und Sprechen erleichtert wird.

(5) antimikrobielle Aktivitdt gegen Bakterien, Viren und Pilze: Die antimikrobielle Speichelaktivitat ist
auf viele verschiedene Bestandteile zurlckzufihren. Lysozyme zerstéren Bakterienwéande,
Laktoferrin hemmt das Wachstum verschiedener Mikroorganismen, aus Thiocyanat (SCN~) wird in
Anwesenheit von Lactoperoxidase und Wasserstoffperoxid Hypothiocyanat (OSCN-). Hypothiocyanat
besitzt eine antibakterielle Wirksamkeit. Histatine wirken antibakteriell und antimykotisch, Cystatine
und Immunglobuline haben antivirale Eigenschaften.

(6) Andauung der Nahrung und Geschmackswahrnehmung: Fiir die im Mund beginnende Andauung
der Nahrung sind Amylasen, Proteasen, Lipasen, DNAsen und RNAsen bedeutend, wobei als
wichtigstes Enzym die a-Amylase gilt. a-Amylase startet den Abbau von Glykogen und Starke in der
Mundhohle; Starke wird in Maltose, Maltotriose und Dextrine zerkleinert. Die Verdiinnung und
Auflosung von Nahrungsbestandteilen ist sehr wichtig, da erst durch sie ein Kontakt mit den
Geschmacksknospen und somit eine gute Geschmackswahrnehmung ermoglicht wird.

2.1.2 Biofilm

2.1.2.1 Erworbenes Pellikel

Namensgebend fir die Struktur des ,erworbenen Pellikels” war die Nomenklatur von Dawes, die bis

Ill

heute beibehalten wurde [Dawes et al. 1963]. Das ,erworbene Pellikel ist ein diinner (0,1 um bis
mehrere Mikrometer), organischer, azelluldrer und bakterienfreier Film, der die Gewebe der
Mundhohle bedeckt [Dawes et al. 1963; Gibbons and van Houte 1973]. Neben den Zdhnen werden
auch Weichgewebe [Bradway et al. 1989] und prothetische Materialien wie Kunststoff [Yoo et al.

2003] von dem erworbenen Pellikel proliferiert.

Das erworbene Pellikel entsteht innerhalb weniger Sekunden nach Reinigung der Zahnoberflache
durch selektive Bindung von Speichelproteinen und -glykoproteinen an Zahnschmelz [S6nju and Rélla
1973; Hannig and Hannig 2007; Ekstrand and Zero 2012]. An der Schmelzoberflache ist eine Schicht
positiv geladener Calciumionen vorhanden, da diese schneller in Losung gehen als die darunter
gelegenen Phosphationen [Hannig and Hannig 2007]. Im Speichel liegen Proteine vor, die eine hohe
Affinitdt zu dieser Phosphationenschicht haben — sie werden als Pellikel-Prakursoren (,pellicle
precursor proteins”) bezeichnet; dazu zdhlen Statherin, Histatin und prolineiche Proteine [Lamkin et
al. 1996; Lendenmann et al. 2000; Hannig and Hannig 2007]. Es kommt zu einer Adsorption der
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Prakursoren [Mayhall 1970; Bennick et al. 1979; Moreno et al. 1982; Hannig and Hannig 2007]. Die
fir die Proteinadsorption relevanten Krafte kénnen aufgrund ihrer Streckenwirkung unterschieden
werden: Van-der-Waals- und Coulomb-Krafte sind die Hauptvertreter der Langstrecken-Krafte (50-
100 nm), hydrophobe Wechselwirkungen erstrecken sich tiber mittlere Distanzen (10-50 nm) und
elektrostatische, ionische sowie Sdure-Base-Wechselwirkungen und kovalente Bindungen werden als
Kurzstrecken-Kréafte klassifiziert (< 5 nm) [Hannig and Hannig 2009].

Sobald eine saubere Oberflache mit Speichel in Kontakt kommt, beginnt die Bildung des erworbenen
Pellikels; diese schreitet in den folgenden 30 — 90 Minuten zligig voran, bis nach zwei Stunden ein
von einigen Autoren beschriebenes ,2-Stunden-Plateau” erreicht wird [S6nju and Rélla 1973; Al-
Hashimi and Levine 1989; Marsh and Martin 2003; Hannig and Hannig 2009]. Hierbei wird davon
ausgegangen, dass nach zwei Stunden das Hauptwachstum des Pellikels abgeschlossen ist,
Umbauvorgange finden aber nach wie vor statt.

Andere Studien berichten von einem stetigen Wachstum und einer Verdichtung der Pellikelstruktur
liber mehrere Stunden [Lie 1977; Lamkin et al. 1996].

Es ist aufgrund verschiedener Ursachen problematisch, eine exakte Zusammensetzung des Pellikels
zu nennen, da sich zum Beispiel ein ,neues’ Pellikel, geformt in den ersten beiden Stunden nach der
Zahnreinigung, deutlich von einem ,gereiften’ Pellikel, das sich auf Zdhnen gebildet hat, die langere
Zeit keine professionelle Reinigung erfahren haben, unterscheidet [S6nju and Roélla 1973;
Lendenmann et al. 2000]. Die Zusammensetzung ist abhangig von der Pellikel-Entnahmestelle in der
Mundhohle und kann bei jedem Individuum unterschiedlich sein [Mayhall 1970].

Kohlenhydrate wurden in einem ,gereiften’ und ,neuen’ Pellikel in unterschiedlicher prozentualer
Verteilung gefunden. In einem ,gereiften’ Pellikel wurden Glucose, Mannose, Galaktose, Fucose,
Galaktosamin und Glucosamin nachgewiesen [Mayhall and Butler 1976; Lendenmann et al. 2000].
So6nju hat Glucose, Glucosamin, Galaktose und Mannose auch in ,neuem’ Pellikel entdeckt [S6nju
1975]. Zu den meist vorhandenen Aminosduren zahlen Glycin, Alanin, Serin, Prolin, Glutaminsaure
und Asparaginsaure [Armstrong 1968; Mayhall 1970; S6nju and Rélla 1973; Al-Hashimi and Levine
1989; Lendenmann et al. 2000], wobei sich die mengenmaRige Verteilung im Vergleich zum
Gesamtspeichel signifikant unterscheidet [Lendenmann et al. 2000]. Viele wichtige Proteine sind im
Pellikel enthalten. Neben den Speichelhauptproteinen - sekretorisches Immunglobulin A (slgA),
prolinreiche Proteine, Cystatine, hochmolekulares Muzin (MG1), Laktoferrin, Lysozym und Amylase -
finden sich im Pellikel weitere Proteine des Speichels wie Carboanhydrase, Albumin, IgM und IgG
[Lendenmann et al. 2000]. Auch niedermolekulares Muzin (MG2), Glykoproteine, Statherin, Histatine,
Fibronectin und Fibrinogen sind im Pellikel vorhanden [Hannig and Hannig 2007]. Mit 22 bis 23 % des
Trockengewichts stellen Lipide einen Hauptteil des Pellikels dar; sie treten in Form von freien
Fettsduren, Triglyceriden, Cholesterol, Cholesterolestern, Phospholipiden und Glycolipiden auf
[Slomiany et al. 1986; Hannig and Hannig 2007]. Zusatzlich wurde das von Bakterien ausgeschiedene
Enzym Glycosyltransferase im Pellikel identifiziert [Lendenmann et al. 2000; Marsh and Martin 2003].

Die Hauptfunktion des erworbenen Pellikels ist der Schutz und Erhalt gesunder Zahnhartsubstanz,
weshalb es auch haufig als natirlicher Schutzfilm bezeichnet wird [Hannig and Hannig 2007]. Das
erworbene Pellikel bietet dem Schmelz Abrasionsschutz bei Kauvorgangen und parafunktionellen
Vorgdngen [Lendenmann et al. 2000] sowie Schutz gegen erosive Vorgange [Amaechi et al. 1999;
Hannig and Balz 2001]. Des Weiteren spielt das erworbene Pellikel aufgrund seiner semipermeablen
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Eigenschaften eine wichtige Rolle bei De- und Remineralisationsvorgdangen der Zahnhartsubstanzen
[Zahradnik et al. 1976; Zahradnik et al. 1978; Hellwig et al. 2013]. Neben diesen positiven
Eigenschaften wird dem erworbenen Pellikel eine Rolle bei der Adhasion von Bakterien und der
damit verbundenen Plaquebildung zugeschrieben, da sich selektiv Mikroorganismen aus dem
Speichel anlagern kénnen [Gibbons and van Houte 1973; Marsh and Martin 2003; Hannig and Hannig
2007; Hellwig et al. 2013].

2.1.2.2 Plaque

Die Entwicklung der Zahnplaque erfolgt in mehreren Phasen. So finden zunachst initiale
Adhdasionsvorgdnge statt, die an das erworbene Pellikel erfolgen; im Anschluss folgen sekundare
Adhadsionsvorgange, die sich Uberwiegend durch interbakterielle Wechselwirkungen sowie
Interaktionen von Bakterien mit Stoffwechselprodukten auszeichnen [Gibbons and van Houte 1973;
Rosan and Lamont 2000]. In dieser Phase ist die Plaque nicht mehr durch Selbstreinigungskrafte der
Mundhohle entfernbar und wird als strukturierter, zdher, verfilzter Biofilm aus
Speichelbestandteilen, bakteriellen Stoffwechselprodukten, Nahrungsresten und Bakterienzellen
definiert [Klimek and Hellwig 1999].

Wahrend der initialen Phase kommt es zu unspezifischen, physiko-chemischen Wechselwirkungen
wie Van-der-Waals-Kraften und elektrostatischen AbstofRungskraften. Sie sind Uiber groRere
Reichweiten wirksam und binden die Bakterien reversibel an die Zahnoberflache. Irreversible
Anbindungen der Bakterien an die Zahnoberflache entstehen durch spezifische, stereo-chemische
Wechselwirkungen zwischen Adhasinen auf der Bakterienoberflache und Rezeptoren im erworbenen
Pellikel; diese wirken Uber kiirzere Distanzen [Klimek and Hellwig 1999; Marsh and Martin 2003;
Hannig and Hannig 2007; Hellwig et al. 2013]. Bekannte Adhasine sind Amylase-bindende Proteine,
eine Antigen-I/ll-Familie, weitere verschiedene Antigenkomplexe, Glykosyltransferase, Lektine,
kohlenhydratbindende Proteine, verschiedene Lipoproteine, Lipoteichonsdure sowie Lysozym [Rosan
and Lamont 2000; Marsh and Martin 2003; Hannig and Hannig 2007].

“ Bakterium /
g ;I;Adhasm
| D)
‘ I J T Rezeptor

Schmelz

Abb. 4: Schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Adhéasinen auf der
Bakterienoberflaiche und Rezeptoren im erworbenen Pellikels [Marsh and Martin 2003].

Die Erstbesiedler der Zahnoberfliche, auch Pionierkeime genannt, sind U{berwiegend orale
Streptokokken, insbesondere Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis und Streptococcus mitis
biovar 1; sie sind Hauptbestandteil der friihen Plaqueflora [Kolenbrander and London 1993; Klimek
and Hellwig 1999]. In der initialien Adhdsionsphase finden sich auBerdem Actinomyceten und
Haemophili. Diese Pionierkeime adharieren an sog. Pradilektionsstellen, die sich den oralen
Selbstreinigungskraften weitestgehend entziehen, wie beispielsweise an Oberflachenrauhigkeiten,
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Zahnhalsen, Approximalrdumen oder Fissuren. Dort vermehren sie sich und formieren
Mikrokolonien; diese werden durch die weiterhin gebildeten extrazelluldren Schleime und
Polysaccharide sowie die adsorbierten Speichelproteine und -glykoproteine in eine Matrix
eingebettet [Marsh and Martin 2003]. In den ersten vier Stunden nach der Zahnreinigung finden sich
nur wenige Kokken an der Zahnoberflache [Klimek and Hellwig 1999], nach circa vier Stunden binden
dann die Erstbesiedler an prolinreiche Proteine, Amylase, Sialinsdure oder andere
Pellikelbestandteile und werden somit selbst zu Anheftungsstellen fiir sekundare Mikroorganismen
[Whittaker et al. 1996].

Die sekundidre Phase wird geprdagt von Koadhdsions- und Koaggregationsprozessen der
Mikroorganismen untereinander. Hierbei wird meist durch Lektine ein gegenseitiges Erkennen zweier
Bakterienzellen vermittelt, die genetisch unterschiedlichen Typen von Partnerzellen angehéren
[Rosan and Lamont 2000; Marsh and Martin 2003]. Des Weiteren bilden bereits adhérierte
Mikroorganismen extrazellulare Polymere, die zu einer weiteren Bakterienanlagerung fiihren. Dies
stellt einen zweiten bedeutsamen Mechanismus der sekunddren Adhdsionsphase dar. Eines der
wichtigsten so gebildeten Polysaccharide ist wasserunlosliches Glucan; es wird speziell von
Streptococcus mutans-Stammen gebildet und dient als Bindeglied fir Glykosyltransferase und andere
Glucan-bindende Proteine, die sich auf der Oberflache unterschiedlicher Bakterien befinden [Rosan
and Lamont 2000]. Das Enzym Glykosyltransferase wiederum wird von vielen Bakterien
ausgeschieden und ist seinerseits an Kolonisations- und Koaggregationsprozessen beteiligt [Marsh
and Martin 2003]. Innerhalb eines Tages bildet sich auf den Oberflachen ein dichter Bakterienrasen
[Klimek and Hellwig 1999].
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Koaggregationsmuster in menschlicher Zahnplaque
[Kolenbrander and London 1993], modifiziert nach [Marsh and Martin 2003].

Mit zunehmendem Alter der Plaque verandert sich ihre Bakterienzusammensetzung. Die Anzahl der
aeroben Streptokokken sinkt, dafiir steigt die Zahl der fakultativ anaeroben Actinomyceten. Durch
den Verbrauch des in der Plague vorhandenen Sauerstoffs durch aerobe und fakultativ aerobe
Bakterienarten kommt es zur Proliferation von obligat anaeroben Mikroorganismen. Die Zahl der
aeroben Bakterien wie Neisserien und Nocardien sinkt, die Zahl anaerober Bakterien wie
Fusobakterien, Veillonellen, Filamenten und Stabchen steigt [Ritz 1967; Klimek and Hellwig 1999;
Marsh and Martin 2003]. Innerhalb einer Woche hat sich eine ausgereifte Plaque gebildet; die
vorbereitenden Pionierbakterien sind in der ausgereiften Plaque kaum mehr vorhanden. 60-70 Vol %
der etablierten Plaque sind Bakterien, die in eine amorphe Plaguematrix eingebettet sind; die
Zusammensetzung der Plaque kann je nach Entnahmestelle im Mund stark variieren [Klimek and
Hellwig 1999].
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Abb. 6: Verteilung der versch. Bakterienarten in der Plaque bei zehntatigem Plaque-Wachstum, Abb.
6a [Ritz 1967], Abb. 6b modifiziert durch [Rosan and Lamont 2000].

2.1.2.3 Proliferation von Mikroorganismen auf zahnirztlichen Werkstoffen

Die Adhasion von Mikroorganismen und die dadurch beginnende Biofilmbildung sind abhangig von
der Adhasionsgrundlage. In der zahnarztlichen Therapie werden viele unterschiedliche Werkstoffe
verwendet, die den Mikroorganismen verschiedenste Adhasionsgrundlagen bieten.

Entscheidend sind sowohl die grundsatzliche Art und Zusammensetzung der Werkstoffe als auch
deren physikalische und chemische Eigenschaften.

So haben beispielsweise Methacrylat-Komposite eine signifikant héhere Bakterienadhasion als
Bisacrylat-Komposite und Polymethyl-Methacrylat-Komposite [Bilirgers et al. 2007]. An Silikonen und
silikonbasierten Prothesenmaterialien wurde eine héhere Mikroorganismen-Adhasion festgestellt als
an zahnarztlichen Kunststoffen [Radford et al. 1999; Nevzatoglu et al. 2007], wohingegen an
Kompomeren relativ geringe Adhdsionswerte gemessen wurden [Birgers et al. 2009]. Die Adhasion
von Streptococcus mutans an Polymeren ist je nach Zusammensetzung der Monomere sehr
unterschiedlich [Hahnel et al. 2008a].

Eine der wichtigsten beeinflussenden Werkstoffeigenschaften ist die Oberflaichenrauhigkeit. Je
rauher die Materialoberflache ist, desto leichter haften Mikroorganismen an; das liegt daran, dass
zum einen eine groRere Oberflache entsteht, zum anderen eine geschiitzte, schwerer zu reinigende
Flache fir Plaqueentwicklung geschaffen wird [Quirynen et al. 1990; Verran and Maryan 1997,
Radford et al. 1998; Radford et al. 1999; Biirgers et al. 2009]. Nevzatoglu et al. haben in einer in vitro-
Studie gezeigt, dass durch die Oberflachenbearbeitung von Kunststoffen und silikonbasierten
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Materialien mit Glas, dentalem Gips und Wolframkarbid-Frasen signifikante Rauhigkeitsunterschiede
und dadurch bedingte Adhasionsunterschiede erzeugt wurden [Nevzatoglu et al. 2007].

Weitere beeinflussende Werkstoffeigenschaften sind die Hydrophobizitdit und die freie
Oberflachenenergie von Werkstoffen. Je naher die freie Oberflaichenenergie eines Materials und
eines Mikroorganismus zusammenliegen, desto hoher ist die Adhdsion [Radford et al. 1999];
hydrophobe Mikroorganismen adhérieren besser an Kunststoffen, da diese auch hydrophob sind
[Moura et al. 2006]. Dieser Zusammenhang zwischen Hydrophobizitat der Materialien und der
Mikroorganismen wird immer wieder deutlich — Mikroorganismen haften am besten an Werkstoffen,
die eine dhnliche Hydrophobie aufweisen wie sie selbst [Miyake et al. 1986; Blirgers et al. 2009].
Minagi et al. haben herausgefunden, dass aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen ein
direkter Bezug zwischen freier Oberflachenenergie der Mikroorganismen und der Materialien
besteht — je dhnlicher sie sich sind, desto grofer ist die Adhdsion [Minagi et al. 1985; Radford et al.
1999]. Koch et al. haben eine signifikant hohere Proliferation von Candida albicans auf
Prothesenbasismaterial beobachtet, das den hdchsten polaren Beitrag zur freien Oberflachenenergie
lieferte [Koch et al. 2013]. Die freie Oberflaichenenergie wird indirekt Gber den Kontaktwinkel
berechnet und gibt Auskunft Gber die Benetzbarkeit eines Materials. Allerdings gibt es auch
zahlreiche Studien zur Candida albicans- und Streptococcus mutans-Adhdasion, die keinen Einfluss der
freien Oberflachenenergie auf die Adhasion festgestellt haben [Moura et al. 2006; Hahnel et al.
2008a; Hahnel et al. 2009].

Des Weiteren ist die Alterung der Materialien entscheiden. Hahnel et al. haben bewiesen, dass eine
kiinstliche Alterung der Materialien zu einer signifikanten Steigerung der Candida albicans-Adhasion
flhrt, obwohl die Oberflachenrauhigkeit und die freie Oberflaichenenergie nur gering beeinflusst
werden [Yip et al. 2004; Hahnel et al. 2009].

Entscheidend ist darliber hinaus die Mdoglichkeit der Reinigung. Harte Polyacrylate sind wesentlich
besser zu reinigen als weichbleibende Unterfiitterungsmaterialien und somit weniger anfallig fur
Biofilmbildung [Radford et al. 1999].

2.2 Kiinstlicher Speichel

Zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen und Testreihen im Bereich der experimentiellen
Zahnheilkunde bendtigen fir in vitro-Studien eine moglichst exakte Nachbildung der Mundhohle und
des stomatognathen Systems. Ein unverzichtbarer Versuchsbestandteil dabei ist Speichel. Da
nattrlicher Speichel nicht immer in den benétigten Mengen zur Verfligung steht, greift man auf
kiinstlich hergestellten Speichel zurlick. Allerdings gestaltet es sich schwierig, einen geeigneten
kiinstlichen Ersatz herzustellen, weil humaner Speichel in seiner Zusammensetzung, seinen
Eigenschaften und Funktionen nicht exakt reproduzierbar ist. Deshalb werden kiinstliche Speichel fur
in vitro-Untersuchungen nicht als vollwertiger Ersatz fir natirlichen Speichel gestaltet; ihre
Zusammensetzung und Eigenschaften sollten abhangig vom gewiinschten Verwendungszweck
gewahlt werden. Deshalb werden verschiedene Speichelersatzmittel fiir verschiedene Arten von
Untersuchungen hergestellt [Hahnel 2007].
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Ein Beispiel hierfir hat Kirstein erarbeitet; er differenziert kiinstliche Speichel fir
Korrosionsuntersuchungen an Amalgamlegierungen, an edelmetallfreien Legierungen und an
Kontaktflachen zwischen Gold und Amalgam. AuBerdem gibt er kiinstliche Speichel fiir rheologische
Untersuchungen und Adhasionsuntersuchungen an [Kirstein 1986]. Andere Autoren haben kiinstliche
Speichel zur Untersuchung von Bakterien und der Kultivierung von dentaler Plaque genannt [Shellis
1978; Wyss 1992]. Demnach weist kiinstlicher Speichel fiir Adhdsionsuntersuchungen von Bakterien
eine andere Zusammensetzung auf als kinstlicher Speichel fir die Korrosionsprifung von
Werkstoffen [Hahnel 2007].

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl verschiedener Anleitungen zur Herstellung kiinstlichen Speicheles,
einige der Bekanntesten werden immer wieder in angegebener oder modifizierter Form verwendet
[Muhler and Swenson 1947; Fusayama et al. 1963; Shellis 1978; Talu et al. 2016].

Gegenwartig sind modifizierte Salzlosungen als Speichelersatz prasent [El Medawar et al. 2002;
Kwokal et al. 2003; Lennon et al. 2006], zum Teil mit zusatzlichem Proteinzusatz - meist Mucin oder
Albumin [Eick et al. 2004]. Firr die Erforschung oraler Bakterien oder dentaler Biofilme werden
spezielle kinstliche Speichel mit Aminosduremischungen, Wachstumsfaktoren, Vitaminen und
Fettsduren hergestellt, die den Mikroorganismen moglichst natirliche Wachstumsbedingungen
bieten [Shellis 1978; Wyss 1992; Wong and Sissons 2001].

Ein Problem bei der Bewertung der Uberlieferten Speichel-Rezepturen ist, dass die
Zusammensetzung meistens nicht auf fundiertem Wissen basiert, sondern vielmehr auf Individualitat
und Zufall [Leung and Darvell 1997]. Immer wieder wird die Notwendigkeit eines in chemischer
Hinsicht exakt definierten kiinstlichen Speichels fir wissenschaftliche Untersuchungen gefordert
[Leung and Darvell 1997; Wong and Sissons 2001]. Der Vorteil daran ist, dass durch gezielte
Veranderung der Speichelzusammensetzung Riickschliisse auf den Gesamtversuch gezogen werden
und standardisierte, reproduzierbare Versuchsbedingungen geschaffen werden konnen [Shellis
1978]. Neben dem Problem fehlender Studien zur exakten Zusammensetzung fehlen auch
Untersuchungen beziglich des Einflusses von kiinstlichem Speichel auf die bakterielle Adhasion.
Wenige Autoren haben sich bisher diesem Problem gewidmet [Shellis 1978; Wijeyeweera 1987;
Wong and Sissons 2001].

Hahnel hat den von Wong beschriebenen Speichelersatz modifiziert und fiir Untersuchungen zur
Bildung von Biofilmen mit Streptococcus mutans verwendet [Hahnel 2007].

2.3 Verwendete Mikroorganismen

2.3.1 Candida albicans

Candida albicans ist ein polymorpher Pilz. Pilze sind heterotrophe Eukaryonten, was bedeutet, dass
das Genom in einem Zellkern liegt und sie kein Chlorophyll besitzen - sie leben von organischen
Substanzen, die sie durch die Zellwand aufnehmen. Bisher werden finf Klassen nach
morphologischen Merkmalen unterschieden: Myxomyceten, Phycomyceten, Ascomyceten,
Basidiomyceten und Deuteromyceten. Fiir uns relevant sind vor allem humanpathogene Pilze, die
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Uberwiegend aus der Klasse der Deuteromyceten stammen. Medizinisch relevante Deuteromyceten
werden nach dem DHS-System in drei Gruppen gegliedert: Dermatophyten (Fadenpilze), Hefen
(Sprosspilze) und Schimmelpilze. Dermatophyten besiedeln Strukturen mit Keratin wie Haut, Haare
und Nagel, Hefen befallen iberwiegend Hautfalten und Schleimhaute, Schimmelpilze hingegen sind
ausschlieBlich bei schweren Immunabwehrstérungen pathogen [Moll et al. 2005]. Pilze sind meist
fakultativ pathogen; das bedeutet, dass sie nur bei geschwachter Immunabwehr und nicht intakter
Hautbarriere eine Erkrankung auslésen; Pilze sind opportunistische Erreger [King et al. 1980; Moll et
al. 2005; Grof3 2009].

Candida albicans ist eine von Uber 200 Candida-Arten, von denen C. albicans mit Abstand am
haufigsten auftritt. C. albicans gehort allgemein zur Gattung der Candida, die der Gruppe der Hefen
zugeordnet wird [GroR 2009]. Candida albicans tritt in drei morphologischen Phanotypen auf: (1) als
rundzellige Hefe oder Sprosspilz, (2) als fadiges Pseudomyzel oder (3) als fadenformiges echtes
Myzel. Evolutionsbiologisch ist die Hefezelle eine Anpassung an fllssiges Milieu, da runde
Einzelzellen durch Mikrostromungen in diesem leicht fortbewegt werden. Pseudomyzel und echtes
Myzel sind angepasste Formen an feste und halbfeste Substrate, die das Milieu aktiv durchwuchern
konnen [Miiller and Melchinger 2006]. C. albicans vermehrt sich einerseits, indem eine kleine
vegetative Tochterzelle aus der Mutterzelle herauswachst (Sprossung/Knospung), und andererseits,
indem die Hyphenform regelméRig fragmentiert und so neue Myzelien und Sporen bildet (siehe Abb.
7) [Molero et al. 1998; Bastidas and Heitman 2009; Grof§ 2009]. Die ZellengrofRe betragt 5-8 um, ein
besonderes Erkennungsmerkmal der Candida albicans-Art ist die Bildung von Chlamydosporen; einzig
Candida dubliniensis ist auch dazu imstande [Grof8 2009].
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Ubergangs von Hefezellen zu Pseudohyphen und Hyphen
[Bastidas and Heitman 2009].

Candida albicans haftet in deutlich grolerem Mal’ an oralen und vaginalen Schleimhautepithelzellen
als andere Candida-Arten (siehe Abb. 7); hierbei kann die Adhé&sion je nach Testperson stark
variieren. Diese erste Adhasion an Wirtszellen ist der initiale Schritt der Pathogenese mukokutaner
Candidiasis [Kimura and Pearsall 1978; King et al. 1980]. Sie ist nur moglich, da C. albicans
verschiedene Adhdsine exprimiert, die an extrazelluldire Matrixproteine von Mukosa- und
Endothelzellen binden. Es folgt die Bildung von Biofilmen, welche durch Aussenden und Empfangen
von Signalmolekilen zwischen den beteiligten Mikroorganismen gesteuert wird (,,Quorum-Sensing”);
ein Quorum-Sensing-Molekil der Candida-Arten ist das Oxylipin Farnesol. Die umhillenden Biofilme
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schiitzen die Hefezellen vor Angriffen aus der Umgebung [Schulze and Sonnenborn 2009]. Des
Weiteren sezerniert C. albicans unterschiedliche Aspartat-Proteinasen, die wichtig sind fir die
Invasion in Gewebe und Organe. AulRerdem inaktivieren sie einige Abwehrmechanismen des Wirtes,
zum Beispiel Immunglobuline, Protease-Inhibitoren des Blutserums und Komplementfaktoren [Hube
2004; Thewes et al. 2007; Schulze and Sonnenborn 2009]. Das ,phenotypic switching” einiger
Candida-Stimme (= schnelle Anderung der Zelloberflichenstruktur) erschwert zudem die Erkennung
durch Immunabwehrzellen, weil beispielsweise beim Gestaltwechsel von der rundlichen Hefezelle
zur langlichen Hyphe keine B-Glucanmolekiile in die duRere Wandschicht eingebaut werden,
wodurch die auf das B-Glucan spezialisierten Mustererkennungsrezeptoren (,toll-like-Rezeptoren®)
der angeborenen Immunabwehr die Pilze nicht mehr erkennen und abwehren kénnen [Netea et al.
2008; Bastidas and Heitman 2009; Schulze and Sonnenborn 2009].

d Vaginal Epithelial Cells
150 B Buccal Epithelial Cells

Adherent Yeasts/Epithelial CelltSEM

CA CT Cs CP CG CK CPT
F16. 5. Quantitative adherence of the various Can-
dida species to vaginal and buccal epithelial cells.
CA, C. albicans; CT, C. tropicalis; CS, C. stellatoidea;
CP, C. parapsilosis; CG, C. guilliermondii, CK, C.
krusei; CPT, C. pseudotropicalis; SEM, standard
error of the mean.

Abb. 8: Anhaftung der verschiedenen Candida-Arten nach Untersuchungen von King et al. [King et al.
1980].

Candida albicans ist haufig Teil der oralen Bakterienflora gesunder Patienten [Amato and Pecora
1983]; Candidiasis kommt beim Gesunden sehr selten vor. Man kann sie unterteilen in eine
oberflachliche Form - zu ihr zdhlen oraler und vaginaler Soor sowie chronische mukokutane
Candidiasis und Prothesenstomathopathien [Douglas 1985] - und eine tiefgreifende Form, die sich in
einer Candida-Myokarditis oder akuter, disseminierter Candidia-Sepsis zeigt [Molero et al. 1998].
Verschiedene Faktoren verstdarken das Risiko einer Candidiasis:

(1) Sauglinge sind durch die vaginale Flora der Mutter gefahrdet; enthalt sie Candida albicans kann es
wahrend der Geburt im Geburtskanal zur Kontamination des Sauglings mit Candida albicans kommen
[Shardt and Roy 1957]. Diese ,vertical transmission’ ist der Hauptgrund fiir neonatale Candida-
Kolonisation [Filippidi et al. 2014]. Risikofaktoren fiir eine vaginale Candida-Kolonisation der Mutter
sind Tabakkonsum, Geschlechtsverkehr wahrend der Schwangerschaft, systemische oder vaginale
Antibiotikaaufnahme und Diabetes mellitus [Filippidi et al. 2014]. Des Weiteren kann die Brust der
Mutter beim Stillen eine persistierende Quelle fiir Candida albicans sein [Jlohnstone and Marcinak
1990] und fir Sauglinge, vor allem fir Friihgeborene, kann die Krankenhausumgebung wegen des
schwachen Immunsystems die Bildung einer Candidiasis beglinstigen [Russell and Lay 1973; Tinoco-
Araujo et al. 2013; Filippidi et al. 2014].
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(2) Je alter der Mensch wird, desto eingeschrankter wird im Allgemeinen seine Agilitdat und Mobilitat;
dies fuhrt zu einer Abnahme der Mundhygienefdhigkeit und verstarktem Vorhandensein oraler
Mirkoorganismen und oraler Lasionen [Baran and Nalcaci 2009; Martori et al. 2014; Jordan et al.
2016a]. Hinzukommt, dass altere Menschen oft an Erkrankungen leiden, die eine Candidiasis
beglinstigen — beispielsweise haben Patienten mit Diabetes mellitus ein 4,4mal hoheres Risiko an
einer Candidiasis zu erkranken als gesunde Altersgenossen [Bianchi et al. 2016]. Ein weiterer
pradisponierender Faktor ist das Tragen eines herausnehmbaren Zahnersatzes; Patienten, die einen
herausnehmbaren Zahnersatz tragen, haben ein deutlich héheres Risiko an einer Candidiasis zu
erkranken [Baran and Nalcaci 2009; Bianchi et al. 2016].

(3) Immunsupprimierte erkranken haufiger an einer Infektion durch Candida albicans; vor allem bei
unterbrochener Schleimhautbarriere kann es zu einer invasiven Form der Candidiasis kommen
[Schellun 1987; Nikawa et al. 2005].

(4) Patienten mit Sjogren-Syndrom und krankheitsbedingter Xerostomie haben bedingt durch die
Mundtrockenheit stark erhohte Candida albicans-Werte im Speichel und leiden haufig an Candidiasis
[MacFarlane and Mason 1974].

(5) Die orale Candida-Besiedlung bei Patienten mit oralen Leukoplakien und Karzinomen der
Mundschleimhaut ist signifikant héher als bei gesunden Kontrollgruppen [Hornstein et al. 1979].

(6) Bei Patienten, die sich einer Bestrahlungstherapie im Kopf-Halsbereich unterziehen missen,
werden deutlich erhéhte Candida albicans-Zahlen festgestellt; bedingt durch die eingeschrankte
Funktion der Speicheldriisen, einhergehend mit Mundtockenheit [Rossie et al. 1987].

(7) Trager von Zahnprothesen haben deutlich erhdhte Candida albicans-Werte und haufig dadurch
ausgeloste Prothesenstomathopathien [Vandenbussche and Swinne 1984; Abu-Elteen and Abu-
Alteen 1998].

Zahlreiche Untersuchungen befassen sich mit dem Problem der vermehrten C. albicans-Adharenz auf
Zahnprothesen. Beim gesunden Patienten ohne Prothese wurde vor allem der Zungenricken als
primares, orales Candida albicans-Reservoir vorgeschlagen [Alkumru and Beydemir 1992],
wohingegen beim gesunden Patienten mit Prothese die Candida albicans-Anlagerung tUberwiegend
auf den Prothesen stattgefunden hat [Abu-Elteen and Abu-Alteen 1998]. Laut Vandenbussche et al.
wurde Candida albicans bei 82 % der Prothesentrager mit klinisch gesunder Mundhohle
nachgewiesen [Vandenbussche and Swinne 1984]. Abu-Elteen et al. haben die orale Candida-
Kolonisation von Patienten ohne und mit Zahnprothesen verglichen und einen deutlichen
Unterschied festgestellt: wahrend lediglich 36,8 % der 190 Patienten ohne Prothese Candida
albicans-Trager waren, wurden 78,3 % der 230 Prothesentrdger als Candida albicans-Trager
identifiziert. So wurde festgestellt, dass Candida albicans eine sehr hohe Affinitat zur Adhdsion an
Zahnprothesen hat [Abu-Elteen and Abu-Alteen 1998]. Nochmals gesteigert wurde diese Adhdsion an
Zahnprothesen durch Diabetes oder Zigarettenkonsum [Abu-Elteen and Abu-Alteen 1998].

AuBBerdem konnen die Materialeigenschaften malgeblich die Adhdsion von Mikroorganismen und
die Biofilmbildung beeinflussen (siehe Kap. 2.1.2.3).

Neben den beeinflussenden Materialeigenschaften gibt es noch weitere Umgebungseinflisse, die
entscheidend sind fir die Adhdsion von Candida albicans an Zahnersatzmaterialien. Knight und
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Fletcher haben schon friih gezeigt, dass Glucose im Speichel das Wachstum von Candida albicans
stark ansteigen ldsst [Knight and Fletcher 1971]. Samaranayake et al. haben bestatigt, dass
kohlenhydratreiche Nahrung entscheidenden Einfluss nehmen kann — bei der Inkubation von
Candida albicans mit Saccharose wurde eine vierfach gesteigerte Adhasion festgestellt, mit Glucose
eine zweifach gesteigerte Adhadsion [Samaranayake et al. 1980]. Lediglich Laktose und Xylitol haben
keinen Einfluss gezeigt [Samaranayake et al. 1980].

Das Vorhandensein von Speichel auf herausnehmbaren Zahnersatz ist Gberaus wichtig, da die
Spulfunktion des Speichels die Candida albicans-Anhaftung signifikant verringert [Samaranayake et
al. 1980; Radford et al. 1998; Moura et al. 2006]. Gegensatzlich wirkt sich das Vorhandensein von
menschlichem Serum auf zahnarztlichem Kunststoff aus, dieses steigert die Adhdsion von
Mikroorganismen an den Kunststoff [Samaranayake et al. 1980].

2.3.2 Actinomyces naeslundii T14V

Das Bakterium Actinomyces naeslundii zahlt zur Gattung Actinomyces, die der Familie der
Actinomycetaceae angehort. Namensgebend war Carl Naeslund, der das Bakterium 1925 erstmals in
der humanen Mundhohle isoliert hat [Coleman et al. 1969; Schaal et al. 2006].

A. naeslundii kann in drei Genospezies unterteilt werden: Actinomyces naeslundii genospecies 1 (laut
neuer, genauerer Gensequenz-Klassifizierung auch Actinomyces naeslundii sensu stricto genannt),
Actinomyces naeslundii genospecies 2 (neuere Bezeichnung Actinomyces oris) und Actinomyces
naeslundii genospecies WVA 963 (neuere Bezeichnung Actinomyces johnsonii). Das in diesen
Untersuchungen verwendete Bakterium A. naeslundii T14V gehort zur Spezies A. naeslundii
genospecies 2 [Henssge et al. 2009].

A. naeslundii sind unbewegliche, grampositive, fakultativ anaerobe Stdbchenbakterien, die keine
Sporen bilden kénnen [Ellen 1976; Schaal et al. 2006] und als Erstbesiedler der Mundhdhle zur
physiologischen Mundflora zdhlen [Coleman et al. 1969; Clark et al. 1981; Kolenbrander et al. 1990;
Li et al. 2004; Sanderink 2004]. Durch unzureichende Mundhygiene, immunschwachende
Erkrankungen, duBere Einflliisse und prothetischen Zahnersatz steigt das Risiko einer Erkrankung des
oralen Systems durch A. naeslundii - meist im Zusammenspiel mit anderen Mikroorganismen. So
wurde in vielen Studien erwiesen, dass A. naeslundii bei folgenden Erkrankungen mitverantwortlich
ist:

(1) Entstehung von Karies, vor allem Wurzelkaries [Shakespeare et al. 1985; Bowden et al. 1999;
Chen et al. 2001];

(2) Gingivitis und Parodontitis [Clark et al. 1981];
(3) endodontische Infektionen [Xia and Baumgartner 2003];
(4) Aktinomykose [Coleman et al. 1969].

A. naeslundii bindet an die Speichelbestandteile des erworbenen Pellikels und bildet durch
Koaggregation sowohl untereinander als auch mit anderen Mikroorganismen - vor allem mit den
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dominierenden, erstbesiedelnden Streptokokken - einen Biofilm auf allen pellikelbedeckten Flachen
der Mundhohle [Kolenbrander et al. 1990; Palmer et al. 2003; Sanderink 2004].

Das Bakterium verfiigt Gber zwei Fimbrienarten:

(1) Typ-1-Fimbrien vermitteln die Adhé&sion an Zahnoberflichen, fir diese Bindung dienen
prolinreiche Proteine (PRPs) und Statherin des Speichels als Rezeptoren [Clark et al. 1986; Gibbons et
al. 1988; Chen et al. 2007].

(2) Typ-2-Fimbrien vermitteln eine lactose-sensitive Koaggregation mit Streptococcus sanguinis und
anderen Stammen und begilinstigen die Biofilmbildung und Adhéasion durch Erkennen von
Glykoprotein-Rezeptoren auf Epithelzellen und Bakterienrezeptoren [Cisar et al. 1984; Clark et al.
1986; Chen et al. 2007]. AulRerdem vermitteln sie die bakterielle Anhaftung an polymorphkernige
Leukozyten, die begleitet wird von deren Aktivierung und somit zur Phagozytose der Bakterien fiihrt
[Sandberg et al. 1986].

Ein auffallendes Merkmal ist, dass A. naeslundii fir den Kohlenhydratabbau nicht auf
Adenosintriphosphat (ATP) zurilickgreift, sondern Guanosintriphosphat (GTP) und Polyphosphate
nutzen kann. Das Bakterium kann die glykolytische Saurebildung mildern und nutzt Laktat als
Kohlenstoffquelle, wodurch dieses in schwache Sduren umgewandelt wird. Das Enzym Urease
hydrolysiert Harnstoff und produziert Ammonium, um die pH-Wert-Homdostase zu modulieren
[Takahashi et al. 1995; Takahashi and Yamada 1999; Liu et al. 2006]. Der optimale pH-Wert fir die
ureolytische Aktivitat des A. naeslundii liegt bei 6,5 (siehe Abb.9) [Liu et al. 2006].
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Abb. 9: Urease-Aktivitat intakter A. naeslundii-Zellen in Bezug auf den pH-Wert [Liu et al. 2006].

2.3.3 Streptococcus gordonii DL1

Das Bakterium Streptococcus gordonii zahlt zur Gattung Streptococcus, die der Familie der
Streptococcaceae angehort. In den vorliegenden Untersuchungen wurde Streptococcus gordonii DL1
verwendet, ein Mitglied der Streptococcus sanguinis-/ S. mitis-Gruppe [Sanderink 2004].

S. gordonii ist ein grampositives, fakultativ anaerobes Kokkenbakterium, das als Pionierkeim in der
menschlichen Mundhohle die Biofilmbildung auf Zahnoberflachen initiiert und zur Gruppe der
Viridans-Streptokokken zahlt [Nyvad and Kilian 1990; Loo et al. 2000; Kilic et al. 2004]. S. gordonii
besitzt verschiedene Oberflachen-Polypeptid-Proteine, wie zum Beispiel SspA und SspB, die eine
Adhdasion an humane und bakterielle Rezeptoren vermitteln [Demuth et al. 1996; Egland et al. 2001].
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Als Rezeptoren zur Anheftung an Zahnoberflichen dienen Speichelbestandteile wie Amylase und
Fibronektin [Hannig and Hannig 2007]; das Amylase-bindende Protein A (AbpA) des Bakteriums S.
gordonii fungiert als Adhadsin an Amylase-bedecktes Hydroxyapatit, tragt zum Starkeabbau und der
Biofilmbildung bei [Rogers et al. 2001]. Hamada et al. beurteilen die Interaktionsbereitschaft von S.
gordonii mit Speichelkomponenten im Vergleich zu anderen Pionierkeimen als eine der starksten
[Hamada et al. 2004].

Des Weiteren spielt S. gordonii fir die Koaggregation oraler Mikroorganismen untereinander eine
bedeutende Rolle [Kolenbrander et al. 1990]. Die Abbildungen 10 und 11 zeigen die zentrale Rolle
von S. gordonii [Kolenbrander et al. 2010]:

(1) S. gordonii interagiert mit Actinomyces naeslundii Gber Oberflaichenproteine SspA und SspB
[Demuth et al. 1996; Egland et al. 2001];

(2) S. gordonii stellt ein Befestigungssubstrat fiir das potenziell pathogene Porphyromonas gingivalis
dar [Stinson et al. 1992; Cook et al. 1998; Kuboniwa et al. 2006];

(3) Glykosyltransferase beginstigt die Bindung von Candida albicans an S. gordonii [Ricker et al.
2014];

(4) Zahlreiche weitere Mikroorganismen binden an S. gordonii, vor allem andere Viridans-
Streptokokken (siehe Abb. 10), und werden Teil einer entstehenden Plaque [Kolenbrander et al.
1990; Loo et al. 2000].

Abb. 10: Schematische Darstellung der zwischengenerischen Koaggregation humaner, oraler
Viridans-Streptokokken [Kolenbrander et al. 1990].

S. gordonii ist Teil der physiologischen Mundflora und somit nicht grundlegend an Zahn- oder
Zahnfleischerkrankungen beteiligt [Kilic et al. 2004]. Beim Gesunden hat S. gordonii keine direkte
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pathologische Wirkung; bei immungeschwachten Menschen kann S. gordonii als Teil der Viridans-
Streptokokken zu schweren Erkrankungen fihren, sobald es in den Blutkreislauf gelangt:
Bakteridamien [Gaudreau et al. 1981; Gonzalez-Barca et al. 1996], bakterielle Endokarditis und
Schaden an den Herzklappen [van der Meer et al. 1992; Kilic et al. 2004] sind mogliche
Konsequenzen.
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Abb. 11: Orale bakterielle Kolonisation,; S. gordonii als initialer Pionierkeim neben S. oralis, S.
sanguinis und S. mitis [Kolenbrander et al. 2010].

2.4 Verwendete Werkstoffe

2.4.1 Prothesenbasismaterial Palapress® vario

In dieser Arbeit wurde der Prothesenkunststoff Palapress® vario der Firma Heraeus Kulzer
(Wehrheim, Deutschland) als Referenzmaterial verwendet. Bei diesem Werkstoff handelt es sich um
ein Prothesenbasismaterial, das in der Zahnmedizin vor allem zur Herstellung von herausnehmbarem
prothetischem Zahnersatz verwendet wird.

Der geschichtliche Ursprung dieses Prothesenkunststoffes liegt im Jahr 1936, als durch einen
Zahntechniker der Firma Kulzer - Gottfried Roth - das ,,Paladon-Verfahren” erfunden wurde. Er hat in
Untersuchungen festgestellt, dass Polymethylmethacrylat (PMMA) in seinen Monomeren |6slich ist
[Heraeus Kulzer Stand 2015], woraufhin Polymerpulver (PMMA) mit Monomerflissigkeit
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(Methylmethacrylat, MMA) zu einem Kunststoffteig vermengt und durch Pressen und
HeiBpolymerisieren harter Kunststoff hergestellt wurde [Welker et al. 2005].

Diese zwei Grundbestandteile liegen auch dem hier verwendeten Palapress® vario-
Prothesenkunststoff zugrunde. Das Pulver wird auf der Basis von Methacrylat-Copolymerisaten
hergestellt [Heraeus Kulzer 2016b]. Die Flussigkeitshauptkomponente ist Methylmethacrylat (>
90%), zusatzlich sind 1,4-Butandioldimethacrylat (5-10%) und Trioctylmethylammoniumchlorid (<
1%) enthalten [Heraeus Kulzer 2016al. Palapress® vario ist ein autopolymerisierender
Prothesenkunststoff [Heraeus Kulzer 2012].

2.4.2 Prothesenbasismaterial Palapress® vario mit Zusatzen

Die Entstehung von antibiotisch-resistenten Pathogenen ist zu einem ernstzunehmenden
Gesundheitsproblem geworden, weshalb zahlreiche Studien Uiber Maoglichkeiten berichten, die
aktuellen antimikrobiellen Therapien zu verbessern. Uber 70% der Bakterien, die bakterielle
Infektionen verursachen, sind gegen eines oder mehrere der Antibiotika, die standardmaRig gegen
sie eingesetzt werden, resistent. In zahlreichen Untersuchungen wurde festgestellt, dass Metalle und
Metalloxid-Nanopartikel wie Zinkoxid (ZnQO), Calciumoxid (Ca0O), Titandioxid (TiO,) etc.
antimikrobielle Aktivitat besitzen (vgl. Abb. 12) [Dizaj et al. 2014].
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Fig. 1. Various mechanisms of antimicrobial activity of the metal nanoparticles.

Abb. 12: Mogliche Wirkmechanismen der nanopartikuldren Metalle [Dizaj et al. 2014].
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2.4.2.1 Zinkoxid (ZnO)

Zinkoxid in Form von Zinkoxid-Nanopartikeln zeigt bakterizide Wirkung gegen grampositive und
gramnegative Bakterien [Azam et al. 2012]. Studien haben ergeben, dass die Wirkung mit der GroR3e
der Nanopartikel zusammenhangt; man kam zu dem Ergebnis, dass die bakterizide Wirkung mit
sinkender GroRe der ZnO-Nanopartikel steigt [Padmavathy and Vijayaraghavan 2008; Emami-Karvani
and Chehrazi 2011]. Zudem haben Emami-Karvani et al. berichtet, dass eine gesteigerte
Partikelkonzentration die antibakterielle Wirkung erhoht [Emami-Karvani and Chehrazi 2011]. Neben
PartikelgroBe und Konzentration spielt auch der mogliche Oberflaichenbereich eine entscheidende
Rolle. Je groRer die Oberfliche der Nanopartikel ist, desto gréBer ist deren bakterizide Wirkung
[Buzea et al. 2007].

Azam et al. haben berichtet, dass Zinkoxid (ZnO) im Vergleich zu Kupfer(ll)-oxid (CuO) und Eisen(lll)-
oxid (Fe,03) die groRte bakterizide Wirkung hat [Azam et al. 2012]. ZnO reduziert insbesondere die
Lebensfadhigkeit von Bakterien, wobei der genaue Mechanismus seiner antimikrobiellen Wirkung
noch nicht vollkommen geklart ist [Dizaj et al. 2014]. Eine vorgeschlagene Wirkoption ist die Bildung
von Wasserstoffperoxid (H,0,) [Rao et al. 2013]. Eine weitere Moglichkeit der antibakteriellen
Wirkung ist die Akkumulation der ZnO-Nanopartikel auf der Bakterienoberfliche aufgrund
elektrostatischer Krafte [Zhang et al. 2008]. AuRerdem kdnnen ROS-Bildung (ROS=reactive oxygen-
species) auf der Partikeloberflache, Zink-lonen-Freisetzung, Membrandysfunktion und Nanopartikel-
Verinnerlichung als mogliche Grinde fiir die Zerstérung der Bakterienzellen in Betracht gezogen
werden [Rao et al. 2013]. Die Studie von Xie et al. suggeriert, dass die ZnO-Nanopartikel zu
morphologischen Verdnderungen, messbaren Membranleakages und einem (bis zu 52-fachen)
Anstieg des oxidativen Stress in Campylobacter jejuni geflihrt haben [Xie et al. 2011].

2.4.2.2 Calciumoxid (Ca0)

Calciumoxid (CaO) kann durch Warmebehandlung aus Calciumcarbonat (CaCOs3) gewonnen werden;
Nanopartikel des Calciumoxids (CaO) zeigen bakterizide Wirkung gegen verschiedene Bakterien
[Jeong et al. 2007].

CaO wirkt gegen grampositive und gramnegative Bakterien [Sawai et al. 1995], wobei der Effekt auf
grampositive Bakterien besser ist [Yamamoto et al. 2010]. Der Wirkmechanismus der CaO-
Nanopartikel beruht zum einen auf der Bildung von Hyperoxiden auf der Partikeloberflache, zum
anderen auf dem pH-Wert-Anstieg ausgel6st durch Hydratation des CaO [Sawai et al. 1996;
Yamamoto et al. 2010].

Die antimykotische Wirkung des CaO wurde durch indirekte konduktimetrische Untersuchung
[Owens et al. 1989] und quantitative Analyse nach Takahashi’s kinetischem Modell zur
Wachstumshemmung [Takahashi 1990] erforscht [Sawai and Yoshikawa 2004]. Dabei wurde
herausgefunden, dass CaO-Nanopartikel den Abfall der elektrischen Leitfahigkeit in NaOH-L6sungen
verzogern, was bedeutet, dass das Pilz-Wachstum gehemmt wird. Sehr entscheidend ist dabei die
Konzentration des CaO; idealerweiser liegt sie zwischen 0,4 — 1,0 mg/ml, keinesfalls >1,6 mg/ml
[Sawai and Yoshikawa 2004].
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2.4.2.3 Titandioxid (TiO-)

Titandioxid (TiO,) existiert in drei verschiedenen Modifikationen, die sich in ihrer Kristallstruktur und
somit auch in den physikalischen Eigenschaften unterscheiden: Rutil, Anatas und Brookit. Nur zwei
der drei Formen sind technisch relevant - Rutil, welches die thermodynamisch stabilste Form
darstellt, und Anatas, die Modifikation mit der gréRten photokatalytischen Aktivitat [Winkler 2013].

Es wird vermutet, dass die Erzeugung von oxidativem Stress durch Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen ein besonders wichtiger Wirkmechanismus der TiO,-Nanopartikel (in Anatas-
Form) ist. Reaktive Sauerstoffverbindungen verursachen ortspezifische DNA-Schaden [Roy et al.
2010]. Roy et al. haben auRerdem berichtet, dass TiO,-Nanopartikel die antibiotische Wirkung vieler
Antibiotika verbessern und dass Bakterien weniger resistent gegen Antibiotika sind, wenn diese TiO,-
Nanopartikel enthalten.

Die antimikrobiellen Eigenschaften des TiO, hangen von seiner Kristallstruktur, Form und Grof3e ab.
TiO,-Nanopartikel verbessern die antimykotische Wirkung gegen Biofilme von Candida albicans und
hemmen das Wachstum von Pilzbiofilmen insbesondere auf der Oberfliche medizinischer
Geratschaften [Haghighi et al. 2013].

Die photokatalytischen Eigenschaften der TiO,-Nanopartikel helfen, Bakterien unschadlich zu
machen; tatsachlich produzieren TiO,-Nanopartikel unter UV-Licht reaktive Sauerstoffverbindungen.
Die photokatalytische Aktivitat wird zusatzlich von Lipidperoxidation begleitet, die zu verbesserter
Membranfluiditdt und Unterbrechung der Zellintegritat fuhrt [Carré et al. 2014]. Jedoch ist die
Verwendung von TiO,-Nanopartikeln unter UV-Licht sehr eingeschrankt, da UV-Licht zu genetischen
Veranderungen und Defekten in menschlichen Zellen und Gewebe fiihrt [Allahverdiyev et al. 2011].
Um dieses Problem zu umgehen, kann man Metallionen zu den TiO,-Nanopartikeln geben, wodurch
sich der Absorptionsbereich ins sichtbare Licht verlagert und die antibakteriellen und
photokatalytischen Eigenschaften sogar weiter verbessert werden [Zaleska 2008; Allahverdiyev et al.
2011].
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Table 1

Commonly used nanometals as antimicrobial agent, their mechanisms of action and characteristics.

Type of the Proposed mechanism of antimicrobial action ~ Main characteristics as antimicrobial agent The main factors that influence Reference
nanoparticles antimicrobial activity
Ag nanoparticles lon release; induction of pits and gaps in the  High antimicrobial activity against both Particle size and shape of [8.15,22,25,26]

ZnO0 nanoparticles

bacterial membrane; interact with disulfide
or sulfhydryl groups of enzymes that lead to
disruption of metabolic processes.

DNA loses its replication ability and the cell
cycle halts at the G,/M phase owing to the
DNA damage (in the case of Ag,0).

ROS generation on the surface of the
particles; zinc ion release, membrane
dysfunction; and nanoparticles
internalization into cell.

bacteria and drug-resistant bacteria,
antifungal activity on spore-producing
fungal plant pathogens, high stability,
nontoxicity.

Photocatalytic activity; high stability;
bactericidal effects on both Gram-positive
and Gram-negative bacteria; antibacterial
activity against spores which are resistant to

particles.

Particle size and concentration.

[10,34-36,44,50]

high temperature and high pressure.

TiO, nanoparticles Oxidative stress via the generation of ROS; Suitable photocatalytic properties; high Crystal structure, shape and size. [1,44,51-53]
lipid peroxidation that cause to enhance stability; effective antifungal for fluconazole
membrane fluidity and disrupt the cell resistant strains.
integrity.

Au nanoparticles Attachment of these nanoparticles to Nontoxicity, not inducing any ROS-related Roughness and particle size. [54,55,57,58]
membrane which change the membrane process; high ability to functionalization,
potential and then cause the decrease the polyvalent effects; ease of detection;
ATP level; and inhibition of tRNA binding to  photothermal activity.
the ribosome

Si nanoparticles Influencing the cell functions such as cell Non-toxicity; stability. Particle size and shape. [52,61,63,65]
differentiation, adhesion and spreading.

CuO nanoparticles Crossing of nanoparticles from the bacteria Effective against Gram-positive and Particle size and concentration. [36,75,76]
cell membrane and then damaging the vital ~ Gram-negative bacteria; high stability;
enzymes of bacteria. antifungal activity.

MgO and CaO Damaging the cell membrane and then Effective against both Gram-positive and Particle size, pH and [65-69]

nanoparticles causing the leakage of intracellular contents concentration.

and death of the bacterial cells.

Gram-negative bacteria; high stability; low
cost; availability.

Tab. 3: Nanometalle als antimikrobielle Wirkstoffe, ihre Wirkmechanismen und Eigenschaften [Dizaj
et al. 2014].

2.4.3 Kobaltchrom-Legierung Wirobond® LFC

Neben Prothesenkunststoffen gibt es in der Zahnmedizin eine weitere Werkstoffgruppe, die
maRgeblich zur Herstellung von herausnehmbarem Zahnersatz verwendet wird — Nichtedelmetall-
(NEM)-Legierungen. Dass NEM-Legierungen heutzutage haufiger verwendet werden als Edelmetall-
(EM)-Legierungen, liegt zum einen an den 6konomischen Aspekten, zum anderen an dem hoheren
EM-
[Geis-Gerstorfer et al. 2005]. Man unterscheidet anhand ihrer Zusammensetzung

Elastizitditsmodul und der hoheren Warmefestigkeit von NEM-Legierungen gegeniber
Legierungen
zwischen Cobalt-, Nickel-, Eisen- und Titan-Legierungen sowie Stahldrahten und anhand ihres
Warmeverhaltens  zwischen  aufbrennfdahigen und  nicht-aufbrennfiahigen  Legierungen.
Aufbrennfihige Legierungen werden vor allem zur Herstellung von festsitzendem Zahnersatz wie
Kronen und Briicken verwendet, wohingegen nicht-aufbrennfahige Legierungen fiir herausnehmbare

Teilprothetik verwendet werden [Geis-Gerstorfer et al. 2005].

Die in dieser Arbeit verwendete Kobaltchrom-Legierung Wirobond® LFC ist eine Kobalt-Basislegierung
und geht, wie die meisten Kobalt-Basislegierungen, in ihren Grundbausteinen auf Vitallium zurlck,
welche 1932 von Erdle und Prange eingefiihrt wurde [Geis-Gerstorfer et al. 2005]. Die Kobalt-
Basislegierungen sind meist zweiphasige Legierungen, bestehend aus einem hexagonalen
Mischkristall €, der fir die guten mechanischen Eigenschaften verantwortlich ist, und einer
tetragonalen Phase o, welche die Harte und Sprodigkeit der Legierung festlegt [Geis-Gerstorfer et al.

2005].
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Wirobond® LFC enthalt 33,9m% Kobalt, 28,5m% Chrom, 30,0m% Eisen, 5,0m% Molybdan und circa
1m% Mangan, Silizium, Kohlenstoff und Stickstoff [BEGO Bremer Goldschlagerei 2013]. Chrom und
Molybddan erhohen die Korrosionsbestandigkeit, Molybdan wirkt zudem gefligestabilisierend.
Mangan verbessert die FlieBeigenschaften und verhindert eine Oxidation. Silizium und Kohlenstoff
optimieren FlieRfahigkeit und Harte und steigern den Schmelzpunkt. Eisen stabilisiert die
mechanischen Eigenschaften [Geis-Gerstorfer et al. 2005].

2.4.4 Verblendkomposit Sinfony™

Der dritte haufig fir herausnehmbaren Zahnersatz verwendete Werkstoff ist Komposit, der
insbesondere fir Verblendungen verwendet wird. In dieser Arbeit diente das Verblendkomposit
Sinfony™ der Firma 3M ESPE als Referenzmaterial.

Bei Kompositen handelt es sich im Allgemeinen um komplex zusammengesetzte Werkstoffe, die aus
einer Vielzahl unterschiedlicher Komponenten bestehen, welche man in drei Hauptbestandteile -
organische Matrix, disperse Phase und Verbundphase - einteilt [Hellwig et al. 2007].

Die organische Matrix beinhaltet Monomere, Comonomere, Initiatoren, Stabilisatoren, Farbstoffe,
Pigmente und weitere Additiva wie z.B. Lichtschutzmittel und Weichmacher [Janda et al. 2005;
Hellwig et al. 2007]. Die am haufigsten verwendeten Monomere sind Bis-GMA (Bisphenol-A-Glycidyl-
Methacrylat) und UDMA (Urethandimethacrylat) sowie die niedermolekularen Comonomere TEDMA
(Triethylen-Glycol-Dimethacrylat) und EDMA (Ethylen-Glycol-Dimethacrylat) [Hellwig et al. 2007]. Die
Initiatoren sind entscheidend fiir die Farbstabilitdt und bestimmen den Polymerisationsmechanismus
der Komposite; Autopolymerisate enthalten als Initiator beispielsweise Benzoylperoxid,
Photopolymerisate enthalten z.B. Kampferchinon [Janda et al. 2005; Hellwig et al. 2007].
Stabilisatoren werden auch als Inhibitoren bezeichnet, weil sie eine vorzeitige Polymerisation
verhindern und somit die Lagerfahigkeit der Komposite erhéhen, wohingegen Farbstoffe und
Pigmente die unterschiedlichen Farbungen bestimmen [Hellwig et al. 2007].

Die disperse Phase setzt sich aus anorganischen und organischen Fillstoffen zusammen und hat
einen groBen Einfluss auf folgende Materialeigenschaften: Abrasionsstabilitat, chemische
Bestandigkeit, Festigkeit, Konsistenz, Polierbarkeit, Polymerisationsschrumpfung, thermische
Ausdehnung, Wasseraufnahme usw. [Janda et al. 2005]. Bei den organischen Fillstoffen handelt es
sich meist um Perl- oder Splitterpolymerisate, wohingegen es sich bei den anorganischen Fillstoffen
um Quarz, Glas (Bsp.: Barium- oder Strontiumaluminiumborosilikatglas), Keramik (Bsp.: Lithium-
Aluminium-Silikat), feinstteiliges Siliziumdioxid oder Yttrium-/Ytterbiumfluorid handelt [Janda et al.
2005; Hellwig et al. 2007]. Die GroRe der Fillkorper der dispersen Phase diente der urspriinglichen
Einteilung der Komposite nach Lutz in Makrofiillerkomposite (alle Fullstoffe: ¢ > 1um),
Mikroflllerkomposite (alle Fillstoffe: ¢ = 10-40nm) und Hybridkomposite (Makro- und
Mikrofillstoffe) [Lutz et al. 1983].
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Heutzutage lassen sich drei Einteilungsmoglichkeiten unterscheiden, die nur im Zusammenspiel eine
exakte Bewertung der einzelnen Kompositmaterialien gewahrleisten [Ernst 2010]:

1. nach der Konsistenz
2. nach den enthaltenen Fillern
3. nach der Basischemie (Matrix).

Laut Ernst ist die Einteilung nach der Konsistenz die praktikabelste fir den Anwender; hierbei
unterscheidet er vier verschiedene Kompositarten bzgl. ihrer Konsistenz: ,normale” (=
geschmeidige), stopfbare und hochfeste Materialien sowie Flowables [Ernst 2010].

Der dritte Kompositbestandteil ist die Verbundphase. Sie ist nétig, um die Fillstoffe in die organische
Matrix einzubauen. In der Regel wird als Silanisierungsmittel 3-
Methacryloyloxypropyltrimethoxysilan verwendet; dadurch kommt es zur Hydrophobierung der
Fillstoffe und anschliefend zur Polymerisation der Monomere mit dem Methacrylsdurerest des
Silans [Janda et al. 2005; Hellwig et al. 2007].
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3 Material und Methode

3.1 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Biofilmbildung auf der Oberflache von unterschiedlichen
experimentellen Prothesenbasismaterialien mit verschiedenen Anteilen von nanopartikularem
Zinkoxid (ZnO), Calciumoxid (Ca0O) und Titandioxid (TiO;) in vitro zu untersuchen.

Es wurden zwei Suspensionen verschiedener Mikroorganismen verwendet, um unter
Laborbedingungen Mono- und Multispeziesbiofilme zu erzeugen. Dabei wurde auf eine Suspension
von Candida albicans und auf eine aus standardisierten Teilen bestehende Suspension von Candida
albicans, Actinomyces naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1 zurlickgegriffen.

Die Priifkdrper wurden zunachst bezlglich ihrer physikalischen Eigenschaften untersucht. Es folgte
die Bildung der Biofilme mit anschlieRender Bestimmung der relativen Zellzahl sowie
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen, bei denen die Mikroorganismen durch vorheriges
Anfarben mit einem fluoreszierenden Farbstoff quantifiziert wurden. Die Untersuchung der Biofilme
am Rasterelektronenmikroskop diente dem qualitativen Vergleich der Biofilmbildung auf den
unterschiedlichen Priifkérpern.

3.2 Prifkorper

3.2.1 Herstellung

Alle verwendeten Prifkorper hatten einen definierten, runden Durchmesser von 7 mm und eine
Dicke von 1,5 mm. Um diese genormten Groflen zu schaffen, wurden Silikonformen aus einem
additionsvernetzenden Dubliersilikon (Turbosil, Klasse 4 Dental GmbH, Augsburg, Deutschland)
hergestellt.

3.2.1.1 Palapress ® vario mit Zusatzen (0,1%, 0,2%, 0,4%, 0,8%)

Flr die vorliegenden Untersuchungen wurde ein konventionelles Prothesenbasismaterial, Palapress®
vario (Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland), durch Beimengen verschiedener Konzentrationen
von Zinkoxid (544906, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Calciumoxid (634182, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) und Titandioxid (718467, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) modifiziert. Die Prifkérper wurden mit
Zusatzen von jeweils 0,1%, 0,2%, 0,4% und 0,8% (Gewichts%) der jeweiligen Metalloxide hergestellt.
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Metalloxid PartikelgroRe
Zinkoxid <100 nm
Calciumoxid <160 nm
Titandioxid @21 nm

Tab. 4: PartikelgroBen der verwendeten Metalloxid-Nanopartikel.
Es wurden jeweils 100 Priifkorper pro Gewichtskonzentration und Metalloxid hergestellt.

Die passende Metalloxidmenge wurde anhand einer definierten Prothesenbasismaterialmenge von
7,14 g, zusammengesetzt aus 5 g Palapress® vario-Pulver und 3 ml der dazugehdrigen Flissigkeit,
errechnet. So ergaben sich folgende Zusatzmengen:

Gewichtsprozent [%] Menge des Metalloxides [mg]
0,1 7,14

0,2 14,28

0,4 28,56

0,8 57,12

Tab. 5: Metalloxid-Zusatzangaben.

Die errechnete Metalloxidmenge wurde mithilfe einer analytischen Prazisionswaage exakt
abgewogen (S/-114, Denver Instrument, New York, USA), mit dem Palapress® vario-Pulver in einem
sterilen Zentrifugenréhrchen (Corning Incorporated, Corning, USA) zusammengefiihrt und fir 30
Minuten in einem Uberkopfschiittler (Reax 2, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland) durchmengt. AnschlieBend wurde das Pulver-Metalloxid-Gemisch in einem
Kunststoffanriihrbecher (Resimix®, Scheu Dental, Iserlohn, Deutschland) mit einem Morser (HCT
Germany, Rosenthal Technik-CeramTec GmbH, Plochingen, Deutschland) zu einem einheitlichen,
feinen Pulver verarbeitet und 3 ml der Palapress® vario-Flissigkeit mit einer Eppendorf-Pipette
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) zugegeben. Daraufhin folgte das blasenfreie Anriihren des
modifizierten Kunststoffes mithilfe eines Metallspatels fiir maximal 15 Sekunden. Der fllssige
Kunststoff wurde in Einwegspritzen (BD Plastipak™ mit Luer-Lok™-Ansatz, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA) umgefillt, um ein moglichst prazises und blasenfreies Einbringen in
die Vertiefungen der Silikonformen zu gewahrleisten. AnschlieRend folgte die Polymerisation bei
einer Wassertemperatur von 55°C und einem Druck von 2 bar fir 15 Minuten im Drucktopf
(Futuramat, Schiitz-Dental GmbH, Rosbach, Deutschland).

3.2.1.2 Palapress® vario

Die Palapress® vario-Prifkorper ohne Zuséatze dienten als Referenzmaterial.

Analog dem oben genannten Procedere (Kap. 3.2.1.1) wurden 5 g des Palapress® vario-Pulvers mit 3
ml der Palapress® vario-Flissigkeit im Kunststoffanriihrbecher verriihrt und zur besseren Dosierung
in Einwegspritzen gefillt. Nachfolgend wurden die Vertiefungen der Silikonschlitten blasenfrei befillt
und der Kunststoff fir 15 Minuten im Drucktopf bei einer Wassertemperatur von 55°C und einem
Druck von 2 bar polymerisiert.
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3.2.1.3 Wirobond® LFC

Zur Herstellung der Priifkorper aus der CoCr-Legierung Wirobond® LFC (BEGO Bremer Goldschlégerei
Wilh. Herbst GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland) wurde das Lost-Wax-Verfahren angewendet.
Vorab mussten deshalb Priifkoper der richtigen Form und Grof3e aus riickstandsfrei ausbrennendem
Material hergestellt werden; dabei wurde der selbsthartende Modellierkunststoff Pattern Resin™ LS
(GC America, Alsip, USA) verwendet.

Das Pattern Resin™ LS-Pulver und die Pattern Resin™-Flissigkeit wurden zu einer zahfllssigen Masse
verrihrt und mithilfe von Einwegspritzen in die Silikonschlitten eingebracht. Nach dem Ablauf der
Polymerisationszeit von 15 Minuten wurden die erharteten Priifkdrper entnommen und, um bereits
vor dem Guss eine exakte und plane Form zu erreichen, tiberstehende Fahnen und Unebenheiten mit
einer feinkdrnigen Hartmetallfrase (Henry Schein, Langen, Deutschland) entfernt.

Danach wurden die Kunststoff-Prifkérper mit S-U-Wachsdraht (Schuler Dental GmbH & Co. KG, Ulm,
Deutschland) angestiftet und in die mit Vaseline und Vlies (S-U-Bio-Vlies, Schuler Dental GmbH & Co.
KG, Ulm, Deutschland) ausgelegte Muffel eingebracht und eingebettet (GC Stellavest, GC Europe
N.V., Leuven, Belgien). Die Einbettmasse wurde im Vakuumriihrgerat (Multivac® compact, DeguDent
GmbH, Hanau-Wolfgang, Deutschland) angeriihrt und auf dem Rittler in die Muffel eingebracht.
Nach einer Abbindezeit von 20 Minuten wurde die Muffel im Vorwarmofen P6/8 (MIHM-VOGT
GmbH & Co. KG, Stutensee-Blankenloch, Deutschland) aufgesetzt. Durch das 60-mintige
Schnellaufheizverfahren, bei dem eine Vorwarmtemperatur von 900-1000°C erreicht wurde, kam es
zum vollstandigen Ausbrennen der modellierten Kunststoffformen. Im anschlieBenden Vakuum-
Druckguss-Verfahren mit Induktions-Schmelzeinrichtung (Nautilus® T, BEGO Bremer Goldschlagerei
Wilh. Herbst GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland) wurde die Hohlform durch die einschieBende
Legierung gefillt. Nach dem vollstandigen Abkihlen wurde das Gussobjekt ausgebettet und mithilfe
des Punktstrahlgerdtes (P-G 400, Harnisch+Rieth GmbH & Co. KG, Winterbach, Deutschland)
gesdubert. Folglich wurden die Prifkérper mit einer Trennscheibe (Henry Schein, Langen,
Deutschland) abgetrennt und die entstandenen Asymmetrien am Rand der Prifkorper mit
rotierenden Handinstrumenten (Henry Schein, Langen, Deutschland) entfernt. Des Weiteren wurden
die Prifkorper mit einem Schleif- und Poliergerdt (Buehler Metaserv Motopol 8, ITW Test &
Measurement GmbH, Disseldorf, Deutschland) mit Schleifpapier der Kérnung P240 (Buehler-MET® I,
ITW Test & Measurement GmbH, Dusseldorf, Deutschland) vorgeschliffen, um Rillen und
Unebenheiten zu entfernen.

3.2.1.4 Sinfony™

Die Herstellung und Formgebung der Priifkdrper aus Sinfony™ (3M Deutschland GmbH, Standort
Seefeld, 3M ESPE; Seefeld, Deutschland) erfolgte ebenfalls mithilfe der Silikonformen. Das
Feinstpartikel-Komposit ist ein lichthdartendes Verblendkomposit und wurde direkt aus der
handelsiiblichen Mischkartusche in die Vertiefungen der Silikonschlitten eingebracht. Es folgte die
Polymerisation im Lichtpolymerisationsgerat (Visio™ Beta vario, 3M Deutschland GmbH, Standort
Seefeld, 3M ESPE; Seefeld, Deutschland) flir eine Minute unter Licht und fir weitere 14 Minuten
unter Licht und Vakuum.
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3.2.2 Nachbearbeitung

Die Nachbearbeitung aller Priifkorper war ein essentieller Bestandteil der Untersuchungen, um eine
moglichst ahnliche Oberflaichenbeschaffenheit der verschiedenen Materialien zu erzeugen. Die
Rander der Prifkérper wurden mit kleinen feinkdrnigen Handfrasen entgratet, um Fahnen und
Uberhinge zu beseitigen. Dariiber hinaus wurden alle Priifkérper mit Schleifpapier unterschiedlicher
Kérnung (P1000 und P4000 Buehler-MET® Il und Microcut®, ITW Test & Measurement GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) behandelt, um eine optimale Politur zu gewahrleisten. Hierfir wurde das
oben genannte Schleif- und Poliergerat (Kap. 3.2.1.3) verwendet.

3.2.3 Bestimmung der Oberflichenrauhigkeit

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde die Oberflachenrauhigkeit R, bestimmt, die den
Mittenrauwert gemessen in um angibt. Es wurde eine Uberpriifung der Oberflichen an jeweils drei
willkirlich ausgewahlten Stellen eines Priifkorpers, einmal zentral und zweimal marginal, mit einem
Tastschnittgerat (Perthometer S6P, Mahr GmbH, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt. Jeweils flnf
Probekorper eines Materials wurden  stichprobenartig  untersucht. Dabei  wurden
Oberflachenrauhigkeiten bis 0,1 um toleriert, wohingegen Prifkoper mit hoheren Werten verworfen
oder ggf. nachbehandelt wurden.

3.2.4 Bestimmung der freien Oberflachenenergie

Die freie Oberflachenenergie y hat als Energie pro Fliache die Einheit (mJ/m?) und beschreibt die
komplette Energie einer Festkdrper-Oberfliche als Aquivalent zur Oberflichenspannung einer
FlUssigkeit. Die gesamte freie Oberflachenenergie setzt sich aus einem polaren und einem dispersen
Anteil zusammen. Zu den polaren Wechselwirkungen zahlen Wasserstoffbriickenbindungen und
Sdure-Base-Krafte, zu den dispersen die van-der-Waals-Wechselwirkungen. Wichtig fir die
Bestimmung der freien Oberflachenenergie ist die Bestimmung des Kontaktwinkels, der an der
Grenzflache zwischen Flissigkeit und Festkorper entsteht. Der Kontaktwinkel 8 wird zwischen der
FlUssigkeitsoberflaiche und der Kontaktflaiche des Festkorpers gemessen und ist ein Mal} fiir die
Benetzbarkeit, Hydrophilie und Polaritat der fliissigen und festen Komponenten. Entscheidend fir die
GroRe des Kontaktwinkels ist das Verhaltnis der Adhasionskrafte der Fllssigkeit, die den Tropfen
breitflachig verteilen, zu den Kohdasionskraften der Fliissigkeit, die den Tropfen in Kugelform halten
[Hannig and Hannig 2009; DataPhysics Instruments GmbH 2015; Kriiss GmbH 2015].

In der vorliegenden Untersuchung wurde zur Bestimmung des Kontaktwinkels ein
Kontaktwinkelmessgerat (OCA 15 plus, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Deutschland) am
Lehrstuhl fir Pharmazeutische Technologie der Universitat Regensburg genutzt. Bei den drei
verwendeten Fllssigkeiten handelte es sich um destilliertes Wasser, Ethylenglycol (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und Methylenjodid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die spezifische
Oberflachenspannung sowie der disperse und polare Anteil der freien Oberflachenenergie der
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Flussigkeiten waren bekannt. Mithilfe einer elektronisch kalibrierten Pipette (Microlab p, Hamilton
Bonaduz, Bonaduz, Schweiz) wurden je 0,2 ul an jeweils zwei Stellen von je finf willkirlich gewahlten
Priifkorpern pro Material und Fllssigkeit pipettiert. Der Tropfen wurde langsam auf dem Priifkorper
abgesetzt und nach dem Auftreffen sofort fotografiert. AnschlieBend wurde der fixierte Tropfen
elektronisch vermessen, indem jeweils die zwei dullersten und der hochste Punkt der Tropfenkontur
markiert und miteinander verbunden wurden. Der Kontaktwinkel 8 wurde zwischen einer an die
Tropfenkontur angelegten Tangente und der Kontaktflache des Festkorpers bestimmt. AbschlieSend
folgte fiir jedes Material eine Berechnung der Mittelwerte pro Flissigkeit sowie die Bestimmung der
gesamten freien Oberflaichenenergie, inklusive der dispersen und polaren Anteile. Fir diese
Berechnungen wurde das Verfahren nach Owens und Wendt angewandt [Owens and Wendt 1969].

3.2.5 Waschen, Einkleben und Wasserlagerung

Die Prufkorper wurden zur Reinigung und Desinfektion gewaschen; zunachst fiir finf Minuten in 70-
%igem Ethanol, anschlieSend fiir eine Minute in destilliertem Wasser, um Ethanolreste zu entfernen.

Daraufhin wurden die Prifkérper mit Dubliersilikon (Z-Dupe, Henry Schein, Langen, Deutschland) in
zuvor beschriftete, konfektionierte Wellplatten (48 Well Cell Culture Cluster, Corning Incorporated,
Corning, USA) eingeklebt. Auf der Oberseite vorhandene Silikonreste wurden sorgsam entfernt, um
ein unerwiinschtes Anlagern von Mikroorganismen auf dem Silikon zu vermeiden.

Nach dem Trocknen des Silikons wurde je 1 ml destilliertes Wasser auf jeden eingeklebten Priifkdrper
pipettiert, um durch siebentdgige Wasserlagerung die residualen Monomere weitgehend zu
eliminieren.

3.2.6 Wiederverwendung

Prifkorper aus Wirobond® LFC und Sinfony™ wurden erneut verwendet, weil ihre Neuanfertigung
sehr zeit- und kostenaufwandig ware. AusschlieRlich Prifkorper, die zur quantitativen Untersuchung
der Biofilme verwendet wurden, wurden erneut aufbereitet. Dazu wurden die Probekdrper zuerst fir
10 Minuten in 70%-igem Ethanol gewaschen und anschlieBend in destilliertem Wasser. Es folgte eine
erneute Politur und die Bestimmung der Oberflachenrauhigkeit mittels Profilometrie.
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3.3 Herstellung der Losungen und Medien

3.3.1 Phosphatgepufferte Salzlosung (=PBS, phosphate buffered saline)

Die phosphatgepufferte Salzl6sung (=PBS, phosphate buffered saline) ist eine Pufferlésung mit einem
pH-Wert von 7,4. PBS ist eine unschadliche, isotonische Losung, die verschiedene Salze enthalt,
wodurch sie den osmotischen Druck des humanen Organismus erhélt. Zu einem Liter destilliertem
Wasser wurden 8,0 g Natriumchlorid (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland), 0,2 g
Kaliumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 1,42 g di-Natriumhydrogenphosphat (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) zugefiihrt [2006].

3.3.2 Speichelgemisch aus natiirlichem und kiinstlichem Speichel

3.3.2.1 Natiirlicher Speichel

Der natirliche Speichel wurde mittels Expektoration von Freiwilligen nach Aufklarung und
Stimulation des Speichelflusses durch Kauen auf Paraffinpellets (lvoclar Vivadent AG, Schaan,
Liechtenstein) gesammelt und bis zur Verwendung bei -50°C tiefgefroren. Die Probanden waren
weiblich, zwischen 23 und 56 Jahre alt, Nichtraucherinnen und wiesen keine aktiven karidsen oder
parodontalen Erkrankungen auf. Sie wurden angehalten, den Humanspeichel stets niichtern und zur
gleichen Tageszeit zu sammeln.

Vor Verwendung wurde der humane Speichel gepoolt und in sterilen Einmalfiltrationsgerdaten mit
PorengréRen von 0,45 um und 0,22 um (Corning® Bottle Top Vacuum Filter, Corning Incorporated,
Corning, USA) filtriert, um Keimfreiheit zu erzielen.

3.3.2.2 Kiinstlicher Speichel

Aufgrund des groRen bendétigten Speichelvolumens wurde ein Speichelgemisch hergestellt, das zu
gleichen Teilen aus natirlichem und kiinstlichem Speichel bestand.

Bei dem hier verwendeten kinstlichen Speichel diente PBS als Losungsmittel. Es wurden 850 mg
Mucin (Mucin from porcine stomach, Type lll, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), 10 mg Lysozym
(Lysozyme from hen egg white, Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz), 1 g a-Amylase (a-Amylase from
hog pancreas, Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz) und 40 mg Albumin (Albumin Bovine, Sigma-
Aldrich, St.Louis, USA) zu einem Liter PBS beigemengt und durch Rihren mithilfe eines
Magnetriihrers gelost [Hahnel 2007]. Anschliefend wurde der kinstliche Speichel analog zum
Vorgehen beim humanen Speichel in Einmalfiltrationsgeraten der PorengréBen 0,45 pum und 0,22 um
filtriert und bei -50°C bis zur Verwendung tiefgefroren.
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3.3.3 Schddlermedium

Das Schédlermedium ist ein universelles Medium und dient der Kultivierung von aeroben und vor
allem anaeroben Mikroorganismen. Es setzt sich aus vielen fiir die Anaerobier wichtigen Nahrstoffen
zusammen. Darunter finden sich, bezogen auf einen Liter destilliertes Wasser, 8,1 g Kaseinpepton
(Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 2,5 g Fleischpepton (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland), 1,0 g Sojapepton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), 5,0 g
Hefeextrakt (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 5,82 g Glukose (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA), 1,7 g Natriumchlorid (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland), 3,0 g TRIS (-
hydroxymethyl-aminomethan) (usBe Corporation, Cleveland, USA), 0,82 g di-
Kaliumhydrogenphosphat (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), 0,01 g Hamin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) und 0,4 g L-Zystein (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) [Schaedler et
al. 1965].

Flr die vorliegenden Untersuchungen wurde das Schddlermedium zum Kultivieren der Bakterien und
Pilze auf den Priifkorpern verwendet. Alle Komponenten wurden nacheinander in einen grof3en
Erlenmeyerkolben (DURAN Group GmbH, Wertheim, Deutschland) eingewogen, mit einem Liter
destilliertem Wasser vermengt und mittels Magnetriihrstabchen darin gelost.

3.3.4 Ertragsreagens und Lysis-Reagens fiir farbmetrische MTT-Assays

Das MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)-basierte, kolorimetrische
Verfahren dient der indirekten Quantifikation der viablen Biomasse. Bei dem Farbstoff MTT,
enthalten in dem Ertragsreagens, handelt es sich um ein gelbliches Tetrazoliumsalz, das von
lebenden, stoffwechselaktiven Zellen zu violett-blauem Formazan reduziert wird. Die so entstehende
Menge an Formazan ist direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen. Formazan muss aus den
Zellen isoliert und in Loésung gebracht werden, um ein Messen der Absorption (A = 570 nm) zu
ermoglichen. Daflir ist das Lysis-Reagens notig, welches ein Auflésen der Zellmembranen bewirkt
[Mosmann 1983; Berridge and Tan 1993; Berridge et al. 1996].

Fiir die Absorptionsbestimmung mittels eines farbmetrischen MTT-Assays wurden in der
vorliegenden Arbeit fiir jeden Versuch je 40 ml Ertragsreagens und Lysis-Reagens hergestellt.

Das Ertragsreagens setzte sich zusammen aus 4 ml MTT-L6sung, 4 ml PMS (=Phenazinmethosulfat)-
Losung und 32 ml PBS (Kap. 3.3.2). Die MTT- und PMS-Lésungen wurden in groBeren Mengen
hergestellt und portionsweise zu jeweils 1 ml eingefroren. Fir die Herstellung der MTT-LOsung
wurden 50 mg Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid in 10 ml steriler PBS gel6st. Fiir die Herstellung der
PMS-Losung wurden 3 mg Phenazinmethosulfat in 10 ml steriler PBS gel6st [lonescu et al. 2012].

Fir die Herstellung des Lysis-Reagens wurden 10 Vol% Dodecylschwefelsdure (SDS) und 50 Vol%
Dimethylformamid (DMF) in destilliertem Wasser geldst; umgerechnet auf 40 ml Lysis-Reagens
wurden 4 g SDS und 20 ml Dimethylformamid in circa 16 ml destilliertem Wasser gelost [lonescu et
al. 2012].
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3.3.5 FUN® 1 Cell-Stain

Der Farbstoff FUN® 1 Cell Stain (Molecular Probes, Life Technologies GmbH, Carlsbad, USA) ist ein
Zwei-Farben-Fluoreszenz-Farbstoff zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der
Lebensfahigkeit von Hefen und Pilzen. Der Farbstoff dringt durch Diffusion passiv in die Hefe- und
Pilzzellen ein und farbt das Zytoplasma mit einer nebuldsen, griinen Fluoreszenz. Wird der FUN 1-
Farbstoff von lebenden Zellen verstoffwechselt, entsteht eine deutliche, rote Fluoreszenz, wiahrend
die zytoplasmatische, griine Fluoreszenz abnimmt. Folglich werden lebende Zellen durch den
Farbstoff rot fluoresziert, wahrend tote Zellen in einem hellen Gelb-Griin ohne erkennbare, rote
Struktur fluoresziert werden [Life Technologies GmbH- Marke: Molecular Probes 2011].

3.3.6 Kultivierung der Mikroorganismen

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden drei verschiedene Mikroorganismen verwendet:
Candida albicans ATCC 10231 (bezogen von der DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig) sowie Actinomyces naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1;
letztere wurden von Paul Kolenbrander (NIH, Bethesda, Maryland, USA) zur Verfligung gestellt.

Das Anzichten der Versuchskulturen erfolgte mit Vorkulturen, die wdchentlich neu im
Schdadlermedium Gberimpft wurden. Das Animpfen der Bakterien- und Pilzkulturen erfolgte unter
sterilen Bedingungen, indem je 300 pl der Vorkultur mit 300 ml des Schddlermediums versetzt und
inkubiert wurden (37°C, 60 U/Min; Orbital Shaker, Thermo Forma, Marietta, USA).

Die Inkubationszeiten fiir die einzelnen Bakterien wurden so gewahlt, dass sich die Mikroorganismen
bei Inkubationsende in der friihen exponentiellen Wachstumsphase befanden. Candida albicans
ATCC 10321 wurde fur 18 Stunden inkubiert, Actinomyces naeslundii T14V fir 22 Stunden und
Streptococcus gordonii DL1 flr 11 Stunden [Susewind S. 2014].

Nach der Inkubation wurden die kultivierten Suspensionen in sterile Zentrifugenréhrchen aufgeteilt
und es folgte das Abzentrifugieren der Zellpellets (2300 U/min, 18°C, 5 Minuten; ROTINA 420R,
Hettich GmbH Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Die Uberstinde wurden behutsam abgekippt, die
entstandenen Zellpellets in einem Zentrifugenréhrchen vereint und zwei weitere Male mit PBS
gewaschen und zentrifugiert und abschlieRend resuspendiert.

Um genormte Bakterienlésungen zu erhalten, wurden alle drei Suspensionen auf eine optische
Dichte von 0,3 kalibriert. Dies geschah durch Verdiinnung der Suspensionen mit PBS und mithilfe
eines Photometers (Genesys™ 10S, Thermo Spectronic, Rochester, USA), das die optische Dichte
gegen den Nullwert bestimmt; in den vorliegenden Untersuchungen wurde PBS als Nullwert
verwendet.

Es wurde eine Monospezieskultur von Candida albicans ATCC 10321 sowie eine Multispezieskultur
von Candida albicans ATCC 10321, Actinomyces naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1
hergestellt. Fir diese Multispezieskultur wurden die drei Kulturen nach dem Einstellen der
entsprechenden optischen Dichte zu gleichen Volumina von je 150 ml gemischt.

35



3.4 Versuche

3.4.1 Uberblick

Prifkoérperherstellung

!

7 d Wasserlagerung

Kontaktwinkelmessung bzgl.

Wasser, Ethylenglycol und
Methylenjodid mit je flnf
unbenutzten Prufkorpern

!

Inkubation mit je 1 ml
Speichelgemisch fiir 2 h bei
37°C

Herstellung des sterilen
Speichelgemisches
Herstellung der Pilz- und
Bakterienkulturen

!

Inkubation mit je 1 ml Mono-
/ Multispeziessuspension fiir
2,5 hbei37°C

!

Inkubation mit je 1 ml
Schéddlermedium fir 20 h bzw.
44 h bei 37°C

Herstellung der Mono- und
Multispeziessuspension mit

definierter, einheitlicher optischer

Dichte (=0,3)

1.

Messung und Bewertung der Biofilmbildung:
Quantifikation durch kolorimetrische MTT-Assays

2. Fluoreszenzmikroskopie

3. Rasterelektronenmikroskopie
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3.4.2 Aufbau und Ablauf

Die experimentellen Versuche wurden in vier Einzelversuche aufgeteilt. Pro Einzelversuch wurden
sechs verschiedene Materialien mit zwei verschiedenen Mikroorganismensuspensionen fir jeweils
20 und 44 Stunden inkubiert, um eine Biofilmbildung zu simulieren. Es wurde ein Mono-/
Multispeziesbiofilmmodell angewandt. Bei den verwendeten Bakterienkulturen handelte es sich
einerseits um eine reine Candida albicans-Kultur, andererseits um eine Multispezieskultur von
Candida albicans, Actinomyces naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1 (siehe Kap. 3.3.6). Im
ersten Versuch wurden die Palapress® vario-Prifkérper mit 0,1%igem Zusatz von Zinkoxid,
Calciumoxid oder Titandioxid sowie die drei Referenzmaterialien - Palapress® vario, Sinfony™,
Wirobond® LFC - verwendet. Im zweiten Versuch fanden die Prifkorper mit 0,2%igen Zusatzen
Anwendung, im dritten Versuch die Prifkorper mit 0,4%igen Zusdtzen und im vierten Versuch die
Prifkorper mit 0,8%igen Zusatzen; die drei Referenzmaterialien wurden z.T. wiederverwendet (siehe
Kap. 3.2.5) und in jedem Einzelversuch erneut untersucht. Die Versuche wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt.
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Materialien: Legende:

P — Probe

Palapress® vario mit Calciumoxid FK — Farbkontrolle

BK — Bakterienkontrolle
Wirobond® LFC FM — Fluoreszenzmikroskop

RM — Rasterelektronenmikroskop

Abb. 13: Anordnung der Prifkérper in den Wellplatten: Darstellung eines Einzelversuchs pro
Bakterienkultur, je Inkubationszeit.
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Die Prifkorper wurden in die Wellplatten eingeklebt und fiir 7 Tage in destilliertem Wasser bei 4°C
im Kihlschrank gelagert. Die Abbildung zeigt drei Wellplatten pro beobachtetem Zeitraum und
Mono-/Multispezieskultur.

Nach einwochiger Wasserlagerung wurden die Wellplatten unter der sterilen Sicherheitswerkbank
geoffnet und das destillierte Wasser abgesaugt (Laboport® N86, KNF Instruments GmbH, Freiburg,
Deutschland). AnschlieBend wurde auf jeden Prifkorper 1 ml des zuvor hergestellten
Speichelgemischs pipettiert. Jeweils drei Wellplatten wurden in einer schwarzen,
lichtundurchlassigen und mit feuchten Tlchern ausgelegten Box gelagert und fiir 2 Stunden bei 37°C
im Orbital Shaker (60 U/Min.) inkubiert, um die Bildung eines erworbenen Pellikels zu simulieren.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Speichelgemisch vorsichtig abgesaugt und es folgte die
Bewirtung mit der Mono- bzw. Multispezieskultur. Hierfir wurde auf die Proben (P),
Bakterienkontrollen (BK) und die Prifkérper fir Fluoreszenzmikroskopie (FM) sowie
Rasterelektronenmikroskopie (RM) je 1 ml der jeweiligen Kultur pipettiert. Die Farb- und
Nullkontrollen (FK, NK) wurden lediglich mit je 1 ml PBS versehen. Die bewirteten Wellplatten
wurden abermals in den lichtundurchlassigen Boxen gelagert und fiir 2,5 Stunden bei 37°C und 60
U/Min. inkubiert.

Daraufhin wurden die Bakterienkulturen und PBS achtsam abgesaugt. Auf jeden Priifkdrper, der mit
einer Bakterienkultur bewirtet war, wurde 1 ml des Schddlermediums pipettiert; Farb- und
Nullkontrollen wurden mit 1 ml PBS versehen. Die Wellplatten wurden mit einer Acetatfolie dicht
verschlossen, um ein Verdunsten zu vermeiden, und in lichtundurchldssigen Boxen gelagert. Die
Wellplatten wurden nun entsprechend der vorher festgelegten Zeiten fir 20 oder 44 Stunden bei
37°C und 60 U/Min. inkubiert.

Bei den Wellplatten, die 44 Stunden inkubiert wurden, wurde nach 20 Stunden ein Mediumwechsel
vorgenommen, indem das vorhandene Schddlermedium sowie PBS abgesaugt und frisches Medium
und PBS aufpipettiert wurden. Die Platten wurden mit Acetatfolien abgedeckt und in den Boxen fir
weitere 24 Stunden inkubiert.

Nach Ablauf der endgiiltigen Inkubationszeit folgte das Umsetzen der Prifkorper. Dafiir wurden die
Wellplatten aus den Boxen entnommen, die Acetatfolien entfernt und Schddlermedium und PBS
nacheinander abgesaugt. Alle Prifkorper mit Ausnahme der fiir die Fluoreszenzmikroskopie (FM)
vorgesehenen wurden zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen, um freie und an den Platten haftende
Mikroorganismen zu eliminieren.

Ab diesem Zeitpunkt wurden die Prifkorper, je nach Art der Auswertung, differenziert
weiterbehandelt (Kap. 3.5 und 3.6).

Die Prufkorper, bei denen die Biofilmbildung durch kolorimetrische MTT-Verfahren quantifiziert
wurde, wurden in neue, identisch beschriftete Wellplatten umgesetzt, indem sie vorsichtig mit einer
sterilen Pinzette entnommen wurden, um den anlagernden Biofilm nicht zu beschadigen. Eventuell
vorhandene Silikonreste mussten von den Priifkérpern entfernt werden, um Verfalschungen zu
minimieren. AnschlieBend wurden auf die Proben (P) und Farbkontrollen (FK) je 250 pl
Ertragsreagens, auf Bakterien- und Nullkontrollen (BK, NK) je 250 pl PBS pipettiert. Die Wellplatten
wurden nochmals mit Acetatfolie verschlossen, in lichtundurchldssigen Boxen gelagert und fir funf
Stunden bei 37°C und 60 U/Min. inkubiert. Nach diesen fiinf Stunden wurden Ertragsreagens und PBS
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abgesaugt und auf Bakterien- und Nullkontrollen (BK, NK) nochmals je 250 ul PBS pipettiert. Die
Proben (P) und Farbkontrollen (FK) wurden mit je 250 ul Lysis-Reagens versehen und es folgte eine
kurze Inkubation von finf Minuten. Abschliefend wurden je 200 pl Lysis-Reagens in zuvor
beschriftete, sterile Wellplatten (Nunc™ 96-Well Platten, Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, USA) umpipettiert, um die Absorption zu messen. Bei diesem Schritt wurde nach jedem
Well eine neue Pipettenspitze verwendet, um den entstandenen Farbstoff Formazan fiir jeden
Prifkorper einzeln erfassen zu koénnen. Fir die Absorptionsbestimmung bei 570 nm wurde ein
filterbasierter Multifunktions-Mikroplatten-Reader [FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH GmbH,
Ortenburg, Deutschland)] verwendet.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Von jedem Material wurden fiinf willkiirlich ausgewahlte Prifkorper fir die Auswertung mittels
Fluoreszenzmikroskop verwendet. Nach dem einmaligen Waschen mit PBS wurden die Prifkorper
mit einer sterilen Pinzette aus den Wellplatten entnommen, das Silikon entfernt und vorsichtig in
zuvor einzeln beschriftete Eppendorf Self-Lock-Tubes (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
umgesetzt. Um den entstandenen Biofilm von den Prifkdrpern zu l6sen und in Losung zu tberfihren,
wurde in jedes Tube 1 ml einer 0,9%igen Kochsalzlosung pipettiert. Es folgte das Vortexen der Tubes
im Reagenzglasschittler (Reax top, Heidoph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland)
flr jeweils funf Sekunden und die anschlieRende Biofilm-Lockerung im Ultraschallbad (Sonorex super
RK 510 H, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland). Daraufhin wurden die
Prifkorper aus den Tubes entnommen und die entstandene Biofilm-NaCl-Losung fir 10 Minuten bei
einer Temperatur von 4°C und einer Geschwindigkeit von 4500 rcf zentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5417 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde abpipettiert und
verworfen. Zu jedem Zellpellet wurden jeweils 30 ul Fun®1-Farbstoff zugegeben, die Tubes
verschlossen und eingefroren. Vor der Auswertung am Fluoreszenzmikroskop wurden die jeweiligen
Proben im abgedunkelten Raum aufgetaut und mit einer Pipette gut durchmischt. Anschliefend
wurden je 10 pl einer Probe auf einen Objekttrager (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) pipettiert und mit einem Deckglas (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
moglichst blasenfrei fixiert.

Zur Anwendung kam dann das Fluoreszenzmikroskop AxioScope.A1 von Zeiss (Carl Zeiss AG, Jena,
Deutschland). Die auf dem Objekttrager befindlichen Proben wurden bei 40-facher VergroRerung
durch Kanal 2 (AF 568, A=530 nm) betrachtet und an drei willkiirlich ausgewahlten Stellen mit gut
sichtbaren Mikroorganismen wurden mit der AxioCam MRm (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) drei
Bilder pro Probe aufgenommen, abgespeichert und spater der quantitativen Auswertung zugefihrt.

3.6 Rasterelektronenmikroskopie

Die Auswertung mittels Rasterelektronenmikroskopie diente der Darstellung der Objektoberflache
und der Morphologie der Mikroorganismen. Von jedem Material wurden zwei Priifkorper pro Mono-

bzw. Multispezieskultur und Inkubationszeit fir die Untersuchung am Rasterelektronenmikroskop
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verwendet. Die Prifkorper wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlielend mit doppelseitigen
Klebepads (Baltic Praparation, Niesgrau, Deutschland) auf die Aluminiumprobenteller (Baltic
Praparation, Niesgrau, Deutschland) aufgeklebt. Um Aufladungseffekte zu vermeiden, wurden sie mit
einer sehr dinnen Platinschicht versehen. Dazu wurden die Prifkorper im Sputtergerat (SCD 005
Sputter Coater, Bal Tec, Pfaffikon, Schweiz) platziert und unter Vakuum fir jeweils 40 Sekunden mit
Platinstaub besputtert. Anschlieffend wurden die rasterelektronenmikroskopischen Bilder mit dem
Rasterelektronenmikroskop (Phenom™, Phenom-World BV, Eindhoven, Niederlande) aufgenommen,
um eine qualitative Ubersicht der Mikroorganismenmorphologie zu erlangen. Es wurde jeweils eine
Ubersichtsaufnahme bei 1000-facher VergroRerung und eine Tiefenaufnahme bei 3000-facher
VergroRerung angefertigt.

3.7 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurde das Statistikprogramm IBM SPSS
Statistics (Version 23, International Business Machines Corporation, Armonk, USA) und das
Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Version von 2010, Microsoft Corporation, Redmond, USA)
verwendet.

3.7.1 Graphische Darstellung: Fehlerbalken

Die graphische Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte mittels gruppierter Fehlerbalken.
Fehlerbalken sind eine graphische Reprasentation der Varibilitdt von Daten. Sie zeigen, wie genau
eine Messung ist und in welchem Bereich sich der tatsachliche Wert befinden kénnte. Die hier
verwendeten Fehlerbalken geben den Fehler als Standardabweichung an. Die Standardabweichung
ist ein Mald fur die Varianz der Daten; sie zeigt auf, wie weit die Datenpunkte voneinander entfernt
liegen. Eine geringe Standardabweichung bedeutet demnach, dass die gemessenen Daten relativ nah
beieinander liegen, wohingegen eine hohe Standardabweichung fiir weit verstreute Daten spricht.
Somit ist die Standardabweichung ein Mald fiir die Aussagekraft des Mittelwerts; je grofer sie ist,
desto ungenauer der Mittelwert. Hier wurde fiir die Standardabweichung ein Multiplikator von eins
verwendet.

3.7.2 Statistische Auswertung

Die in den Versuchen gewonnen Daten wurden mittels univarianter ein- oder zweifaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA = analysis of variance) statistisch ausgewertet. Im SPSS-Statistikprogramm
wurde die Varianzhomogenitdat mittels Levene-Test Uberpriift. Der wichtigste Analysewert in der
ANOVA-Ergebnistabelle ist der p-Wert; dieser gibt die Signifikanz bzw. den signifikanten Unterschied
an. Das Signifikanzniveau a wurde auf 0,05 festgelegt. Wenn ein signifikanter Unterschied (o < 0,05)
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festgestellt wurde, wurden Paarvergleiche (Post-hoc-Test) durchgefiihrt. Dabei wurden mittels
Tukey-HSD-Test Mehrfachvergleiche bei angenommener Varianzgleichheit durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Eigenschaften der Palapress® vario-Priufkorper mit Zusitzen von
Zinkoxid-, Calciumoxid- und Titandioxidnanopartikeln

4.1.1 Oberflichenrauhigkeit

Um eine gute Vergleichsgrundlage beziiglich der Mikroorganismenanlagerung zu schaffen, wurde auf
dhnliche Oberflachenrauhigkeitswerte der verschiedenen Materialien geachtet. Es wurden
ausschlieBlich Prufkorper verwendet, deren Oberflaichenrauhigkeit den Wert 0,1 pum nicht
Uberschritten hat. Flr die statistische Analyse mittels SPSS wurde eine univariante, einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt; hierbei diente als Variable die Oberflachenrauhigkeit, als
Faktor das jeweilige Material.

4.1.1.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%

104

08+

06+

047

Mittelwert Rauhigkeit

027

Palapress mit Palapress mit  Palapress mit Palapress Cobaltchrom Sinfony
Zinkoxid Calciumoxid Titanoxid
Material

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 14: Oberflachenrauhigkeiten der Priifkrper mit 0,1%-igem Zusatz und der Referenzmaterialien.
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0,1%Zn0 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO 0,045 0,073 0,938 0,022 0,845
0,1% CaOo 1,000 0,353 1,000 0,507
0,1% TiO, 0,467 0,998 0,630
Palapress - 0,226 1,000
CoCr --- 0,353
Sinfony -

Tab. 6: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden an (P=.006).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant héhere Oberflachenrauhigkeit fiir das
Material Palapress® vario mit dem Zusatz von 0,1% Zinkoxid als fir das Material Palapress® vario mit
Zusatz von 0,1% Calciumoxid (P=.045) und fir das Material Cobaltchrom (P=.022).

4.1.1.2 Metalloxid-Konzentration 0,2%

084

06+

047

Mittelwert Rauhigkeit

027

Palapress mit
Zinkoxid

Palapress mit
Calciumoxid

Palapress mit

Titanoxid

Palapress

Material

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Cobaltchrom

Sinfony

Abb. 15: Oberflachenrauhigkeiten der Priifkrper mit 0,2%-igem Zusatz und der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede an (P=.103). Es folgte keine
Post-hoc-Analyse.
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4.1.1.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%

104

084

06+

047

Mittelwert Rauhigkeit

027

Palapress mit  Palapress mt  Palapress mit Palapress Cobaltchrom Sinfony
Zinkoxid Calciumoxid Titanoxid
Material

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 16: Oberflachenrauhigkeiten der Priifkrper mit 0,4%-igem Zusatz und der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede an (P=.143). Es folgte keine
Post-hoc-Analyse.
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4.1.1.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%

084

06+

047

Mittelwert Rauhigkeit

02

Palapress mit  Palapress mt  Palapress mit Palapress Cobaltchrom Sinfony
Zinkoxid Calciumoxid Titanoxid
Material

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 17: Oberflachenrauhigkeiten der Priifkrper mit 0,8%-igem Zusatz und der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede an (P=.352). Es folgte keine
Post-hoc-Analyse.
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4.1.2 Kontaktwinkelmessung und Bestimmung der Oberflichenenergie

4.1.2.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%

Oberflachenenergien
M gesant
M dispers
O polar

50,00

40,00

30,00

20,007

Mittelwert Oberflichenenergie

10,007

00—
Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Titanoxid

Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 18: Gesamte, disperse und polare Oberflichenenergie [mJ/m?] der Palapress vario®-Prifkérper
mit 0,1%-igem Metalloxid-Zusatz im Vergleich zu den Oberflaichenenergien der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die gesamte
Oberflachenenergie (P=.021).
Cobaltchrom eine signifikant geringere gesamte Oberflaichenenergie als fir die Werkstoffe Palapress

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fir den Werkstoff

vario® mit Calciumoxid (P=.021) und das Referenzmaterial Palapress vario® (P=.030).

0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO 0,851 0,993 0,929 0,139 0,982
0,1% CaO 0,988 1,000 0,021 0,490
0,1% TiO, 0,998 0,058 0,824
Palapress - 0,030 0,612
CoCr --- 0,365
Sinfony -

Tab. 7: Varianzanalyse der gesamten Oberflachenenergie der Prifkdrper mit 0,1% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die disperse
Oberflachenenergie (P=.002). Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere disperse Oberflachenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
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vario® mit Zinkoxid (P=.013), mit Calciumoxid (P=.002), mit Titandioxid (P=.014), Palapress vario®

(P=.003) und Sinfony (P=.040).

0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO - 0,825 1,000 0,926 0,013 0,983
0,1% CaO - 0,809 1,000 0,002 0,461
0,1% TiO» - 0,915 0,014 0,986
Palapress - 0,003 0,607
CoCr --- 0,040
Sinfony -

Tab. 8: Varianzanalyse der dispersen Oberflachenenergie der Prifkdrper mit 0,1% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die polare

Oberflachenenergie (P=.010).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fir den Werkstoff

Cobaltchrom eine signifikant héhere polare Oberflachenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.020), mit Calciumoxid (P=.020), Palapress

vario® (P=.025) und Sinfony

(P=.026).
0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony

0,1% ZnO - 1,000 0,477 1,000 0,020 1,000
0,1% CaO - 0,485 1,000 0,020 1,000
0,1% TiO, - 0,550 0,365 0,567
Palapress - 0,025 1,000

CoCr --- 0,026

Sinfony -

Tab. 9: Varianzanalyser der polaren Oberflachenenergie der Prifkérper mit 0,1% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).
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4.1.2.2 Metalloxid-Konzentration 0,2%

Oberflachenenergien
M gesant
M dispers
O polar

50,00

40,00

30,00

Mittelwert Oberflichenenergie

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Titanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 19: Gesamte, disperse und polare Oberflichenenergie [mJ/m?] der Palapress vario®-Prifkérper
mit 0,2%-igem Metalloxid-Zusatz im Vergleich zu den Oberflachenenergien der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die gesamte
Oberflachenenergie (P=.003). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere gesamte Oberflachenenergie als fir die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.004), mit Calciumoxid (P=.011), mit Titandioxid (P=.005) und das
Referenzmaterial Palapress vario® (P=.021).

0,2% ZnO 0,2% CaO 0,2% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO 0,988 1,000 0,906 0,004 0,146
0,2% CaO 0,997 0,998 0,011 0,353
0,2% TiO, 0,950 0,005 0,185
Palapress - 0,021 0,562
CoCr --- 0,315
Sinfony -

Tab. 10: Varianzanalyse der gesamten Oberflichenenergie der Prifkorper mit 0,2% Metalloxid-
Zusatz und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die disperse
Oberflachenenergie (P<.001). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere disperse Oberflachenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P<.001), mit Calciumoxid (P=.001), mit Titandioxid (P<.001), Palapress vario®
(P=.002) und Sinfony (P=.029).
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0,2% ZnO 0,2% Ca0O 0,2% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO --- 0,990 1,000 0,897 0,000 0,138
0,2% CaO --- 0,996 0,997 0,001 0,325
0,2% TiO» --- 0,931 0,000 0,163
Palapress - 0,002 0,556
CoCr 0,029
Sinfony ---

Tab. 11: Varianzanalyse der dispersen Oberflachenenergie der Priifkérper mit 0,2% Metalloxid-Zusatz

und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die polare

Oberflachenenergie (P=.009).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fur den Werkstoff

Cobaltchrom eine signifikant héhere polare Oberflaichenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.021), mit Calciumoxid (P=.016), mit Titandioxid (P=.016), Palapress vario®

(P=.019) und Sinfony (P=.020).

0,2% ZnO 0,2% CaO 0,2% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO --- 1,000 1,000 1,000 0,021 1,000
0,2% CaO --- 1,000 1,000 0,016 1,000
0,2% TiO» --- 1,000 0,016 1,000
Palapress - 0,019 1,000
CoCr 0,020
Sinfony ---

Tab. 12: Varianzanalyse der polaren Oberflachenenergie der Priifkdrper mit 0,2% Metalloxid-Zusatz

und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).
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4.1.2.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%

Oberflachenenergien
M gesant
M dispers
O polar

50,00

40,00

30,00

Mittelwert Oberflichenenergie

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Titanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 20: Gesamte, disperse und polare Oberflichenenergie [mJ/m?] der Palapress vario®-Prifkérper
mit 0,4%-igem Metalloxid-Zusatz im Vergleich zu den Oberflachenenergien der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die gesamte
Oberflachenenergie (P=.010). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere gesamte Oberflaichenenergie als fir die Werkstoffe Palapress
vario® mit Calciumoxid (P=.012), mit Titandioxid (P=.014) und das Referenzmaterial Palapress vario®
(P=.037).

0,4% ZnO 0,4% CaO 0,4% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,4% Zn0O 0,813 0,872 0,993 0,092 0,909
0,4% CaO 1,000 0,980 0,012 0,291
0,4% TiO, 0,992 0,014 0,347
Palapress - 0,037 0,644
CoCr --- 0,399
Sinfony -

Tab. 13: Varianzanalyse der gesamten Oberflichenenergie der Prifkorper mit 0,4% Metalloxid-
Zusatz und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die disperse
Oberflachenenergie (P=.001). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere disperse Oberflachenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.011), mit Calciumoxid (P=.001), mit Titandioxid (P=.001) und Palapress vario®
(P=.004).
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0,4% ZnO 0,4% CaO 0,4% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,4% ZnO --- 0,737 0,811 0,987 0,011 0,933
0,4% CaO --- 1,000 0,970 0,001 0,264
0,4% TiO, --- 0,988 0,001 0,321
Palapress - 0,004 0,644
CoCr 0,051
Sinfony ---

Tab. 14: Varianzanalyse der dispersen Oberflachenenergie der Priifkérper mit 0,4% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die polare

Oberflachenenergie (P=.011).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fur den Werkstoff

Cobaltchrom eine signifikant héhere polare Oberflaichenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.029), mit Calciumoxid (P=.018), mit Titandioxid (P=.018), Palapress vario®

(P=.023) und Sinfony (P=.024).

0,4% ZnO 0,4% CaO 0,4% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,4% ZnO --- 1,000 1,000 1,000 0,029 1,000
0,4% CaO --- 1,000 1,000 0,018 1,000
0,4% TiO, --- 1,000 0,018 1,000
Palapress - 0,023 1,000
CoCr 0,024
Sinfony ---

Tab. 15: Varianzanalyse der polaren Oberflachenenergie der Priifkdrper mit 0,4% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).
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4.1.2.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%

Oberflachenenergien
M gesant
M dispers
O polar

50,00

40,00

30,00

Mittelwert Oberflichenenergie

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Titanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 21: Gesamte, disperse und polare Oberflichenenergie [mJ/m?] der Palapress vario®-Prifkérper
mit 0,8%-igem Metalloxid-Zusatz im Vergleich zu den Oberflaichenenergien der Referenzmaterialien.

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die gesamte
Oberflachenenergie (P=.001). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere gesamte Oberflachenenergie als fir die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.002), mit Calciumoxid (P=.004), mit Titandioxid (P=.005) und das
Referenzmaterial Palapress vario® (P=.014).

0,8% ZnO 0,8% CaO 0,8% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,8% ZnO 0,999 0,993 0,836 0,002 0,093
0,8% Ca0 1,000 0,961 0,004 0,169
0,8% TiO, 0,986 0,005 0,218
Palapress - 0,014 0,500
CoCr --- 0,259
Sinfony -

Tab. 16: Varianzanalyse der gesamten Oberflichenenergie der Prifkorper mit 0,8% Metalloxid-
Zusatz und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die disperse
Oberflachenenergie (P<.001). Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiir den Werkstoff
Cobaltchrom eine signifikant geringere disperse Oberflachenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P<.001), mit Calciumoxid (P<.001), mit Titandioxid (P<.001), Palapress vario®
(P=.001) und Sinfony (P=.018).
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0,8% ZnO 0,8% CaO 0,8% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,8% ZnO --- 0,998 0,983 0,778 0,000 0,073
0,8% Ca0 --- 1,000 0,944 0,000 0,144
0,8% TiO» --- 0,985 0,000 0,208
Palapress - 0,001 0,486
CoCr 0,018
Sinfony ---

Tab. 17: Varianzanalyse der dispersen Oberflachenenergie der Priifkérper mit 0,8% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte einen signifikanten Einfluss des Materials auf die polare

Oberflachenenergie (P=.010).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte fiur den Werkstoff

Cobaltchrom eine signifikant héhere polare Oberflaichenenergie als fur die Werkstoffe Palapress
vario® mit Zinkoxid (P=.016), mit Calciumoxid (P=.018), mit Titandioxid (P=.023), Palapress vario®

(P=.020) und Sinfony (P=.021).

0,8% ZnO 0,8% CaO 0,8% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,8% ZnO - 1,000 1,000 1,000 0,016 1,000
0,8% CaO - 1,000 1,000 0,018 1,000
0,8% TiO» --- 1,000 0,023 1,000
Palapress - 0,020 1,000
CoCr --- 0,021
Sinfony ---

Tab. 18: Varianzanalyse der polaren Oberflachenenergie der Priifkérper mit 0,8% Metalloxid-Zusatz
und der Referenzmaterialien (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).
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4.2 Biofilmbildung auf Prothesenbasismaterial mit Zusatz von ZnO,
CaO und TiO,

4.2.1 Analyse der relativen Zellzahl (mittels MTT-Assays)

Fiir die Analyse der relativen Zellzahl wurde die gemessene optische Dichte als MaR fiir die
Biofilmbildung verwendet. Es wurde eine univariante, zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
angewandt; hierbei diente als Variable die optische Dichte, als Faktoren das jeweilige Material und
die Inkubationszeit.

4.2.1.1 Untersuchungen der Monospezieskultur aus Candida albicans

4.2.1.1.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%

Inkubationszeit

M 20std.
[ 44std.

1,000

,800

6001

Mittelwert optische Dichte

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Ttanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 22: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,1%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P=.010); dabei
zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P<.001), wohingegen sich kein signifikanter
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Einfluss des Materials zeigte (P=.236). Es wurden keine Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P=.679).

In diesem speziellen Fall wurde anschlieBend kein Post-hoc-Test durchgefiihrt, da die Inkubationszeit
der signifikante Faktor ist und in der graphischen Darstellung eindeutig festgestellt wurde, dass bei
der 44 Stunden-Inkubation eine héhere relative Zellzahl vorliegt als bei 20 Stunden-Inkubation.

4.2.1.1.2 Metalloxid-Konzentration 0,2%

Inkubationszeit

M 20std.
[ 44std.

1,200

1,000

Mittelwert optische Dichte

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Ttanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 23: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,2%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

0,2% ZnO 0,2% CaO 0,2% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO 1,000 0,935 0,637 0,008 0,001
0,2% Ca0 0,897 0,560 0,005 0,001
0,2% TiO, 0,991 0,106 0,028
Palapress - 0,352 0,132
CoCr --- 0,996
Sinfony -

Tab. 19: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziiglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Materials (P<.001), wohingegen sich kein signifikanter

55



Einfluss der Inkubationszeit zeigte (P=.671). Es wurde auBerdem Interaktionseffekte zwischen
Material und Inkubationszeit festgestellt (P<.001).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P=.008) und mit
Calciumoxid (P=.005). Desweiteren zeigte die Post-hoc-Analyse eine hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Sinfony als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P=.001), mit Calciumoxid
(P=.001) und mit Titandioxid (P=.028).

4.2.1.1.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%

Inkubationszeit

M 20std.
[ 44std.

1,250

1,000

7507

Mittelwert optische Dichte

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Ttanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 24: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,4%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

0,4% ZnO 0,4% Ca0o 0,4% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,4% ZnO 0,942 0,865 0,522 0,053 0,000
0,4% CaO 1,000 0,98 0,003 0,000
0,4% TiO, 0,056 0,002 0,000
Palapress - 0,856 0,000
CoCr - 0,000
Sinfony -

Tab. 20: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der

optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
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zeigte sich sowohl ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P<.001) als auch ein signifikanter
Einfluss des Materials (P<.001). Es wurden aber keine Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P=.226).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Sinfony als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P<.001), mit Calciumoxid
(P<.001), mit Titandioxid (P<.001), Palapress® vario (P<.001) und Cobaltchrom (P<.001).
Dariiberhinaus zeigte die Post-hoc-Analyse eine signifikant hoéhere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Calciumoxid (P=.003) und mit
Titandioxid (P=.002).

4.2.1.1.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%

Inkubationszeit

W 20Std.
[ 44std.

2,000

1,500

1,000

Mittelwert optische Dichte

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom Sinfony
mit Zinkoxid mit mit Ttanoxid
Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 25: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,8%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

0,8% ZnO 0,8% CaO 0,8% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,8% ZnO 0,325 0,675 0,995 0,000 0,000
0,8% Ca0 0,993 0,115 0,006 0,078
0,8% TiO; - 0,346 0,001 0,017
Palapress - 0,000 0,000
CoCr --- 0,945
Sinfony -

Tab. 21: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).




Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
zeigte sich sowohl ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P<.001) als auch ein signifikanter
Einfluss des Materials (P<.001). Es wurden aber keine Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P=.369).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P<.001), mit
Calciumoxid (P=.006), mit Titandioxid (P=.001) und Palapress® vario (P<.001). AuRerdem zeigte sich
eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem Werkstoff Sinfony als auf den Werkstoffen
Palapress® vario mit Zinkoxid (P<.001), mit Titandioxid (P=.017) und Palapress® vario (P<.001).

4.2.1.2 Untersuchungen der Multispezieskultur aus Candida albicans, Actinomyces
naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1

4.2.1.2.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%
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mit Zinkoxid mit mit Ttanoxid
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Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 26: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkorpern mit 0,1%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.
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0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO 0,111 0,141 0,007 0,224 0,848
0,1% CaO 1,000 0,924 0,000 0,723
0,1% TiO» 0,887 0,000 0,784
Palapress - 0,000 0,171
CoCr --- 0,011
Sinfony ---

Tab. 22: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
zeigte sich sowohl ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P<.001) als auch ein signifikanter
Einfluss des Materials (P<.001). Es wurden aber keine Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P=.052).

Die anschlieBende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Calciumoxid (P<.001), mit
Titandioxid (P<.001), Palapress® vario (P<.001) und Sinfony (P=.011). Dariiberhinaus zeigte sich eine
signifikant héhere relative Zellzahl auf dem Werkstoff Palapress® vario mit Zinkoxid als auf dem
Werkstoff Palapress® vario (P=.007).
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4.2.1.2.2 Metalloxid-Konzentration 0,2%

Inkubationszeit

M 20std.
[ 44std.
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Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 27: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkorpern mit 0,2%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

0,2% ZnO 0,2% CaO 0,2% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO 0,632 0,163 0,001 0,000 0,486
0,2% Ca0 0,956 0,075 0,000 1,000
0,2% TiO, 0,416 0,000 0,989
Palapress - 0,000 0,128
CoCr --- 0,000
Sinfony -

Tab. 23: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
zeigte sich sowohl ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P<.001) als auch ein signifikanter
Einfluss des Materials (P<.001). Aulerdem wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen
Inkubationszeit und Material festgestellt (P<.001).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P<.001), mit
Calciumoxid (P<.001), mit Titandioxid (P<.001), Palapress® vario (P<.001) und Sinfony (P<.001).
Weiterhin zeigte sich eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem Werkstoff Palapress® vario mit
Zinkoxid als auf dem Werkstoff Palapress® vario (P=.001).
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4.2.1.2.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%
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Abb. 28: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkorpern mit 0,4%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

0,4% ZnO 0,4% CaO 0,4% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,4% ZnO 0,988 0,601 0,996 0,001 0,000
0,4% Ca0 0,928 0,868 0,005 0,000
0,4% TiO, 0,298 0,081 0,013
Palapress - 0,000 0,000
CoCr --- 0,985
Sinfony -

Tab. 24: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P<.001); dabei
zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Materials (P<.001), wohingegen sich kein signifikanter
Einfluss der Inkubationszeit zeigte (P=.228). Es wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen der
Inkubationszeit und dem Material festgestellt (P<.001).

Die anschlieBRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere relative Zellzahl auf dem
Werkstoff Cobaltchrom als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P=.001), mit
Calciumoxid (P=.005) und Palapress® vario (P<.001). Zusatzlich zeigte sie eine signifikant hohere
relative Zellzahl auf dem Werkstoff Sinfony als auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid
(P<.001), mit Calciumoxid (P<.001), mit Titandioxid (P=.013) und Palapress® vario (P<.001).
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4.2.1.2.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%
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Abb. 29: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkorpern mit 0,8%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
optischen Dichte an, die die relative Zellzahl viabler Mikroorganismen widerspiegelt (P=.028); dabei
zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit (P=.031), wohingegen sich kein signifikanter
Einfluss des Materials zeigte (P=.121). Es wurden keine Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P=.115).

In diesem speziellen Fall wurde anschlieBend kein Post-hoc-Test durchgefiihrt, da die Inkubationszeit
der signifikante Faktor ist und in der graphischen Darstellung eindeutig festgestellt wurde, dass bei
der 20 Stunden-Inkubation eine hdhere relative Zellzahl vorliegt als bei der 44 Stunden-Inkubation
(ahnlich Kap. 4.2.1.1.1).

4.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Fir die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde die gemessene griine Fluoreszenz der
Lebendzellen in Flachenprozent als MaR fir die Biofilmbildung verwendet. Es wurde eine univariante,
zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) angewandt; hierbei diente der Mittelwert der
Flachenprozentwerte als Variable, als Faktoren das jeweilige Material und die Inkubationszeit.
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4.2.2.1 Untersuchungen der Monospezieskultur aus Candida albicans

4.2.2.1.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%

Inkubationszeit

W 20Std.
8007 [44Std.

600

Mittelwert Flichenprozent GFP

Palapress Palapress Palapress Palapress Cobaltchrom  Sinfony

mit Zinkoxid mit mit Titanoxid

Calciumoxid

Material
Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 30: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,1%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert (GFP-
Darstellung der lebenden Zellen).

0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO 0,002 1,000 0,867 0,009 0,020
0,1% Ca0 0,002 0,077 0,999 0,988
0,1% TiO, 0,845 0,007 0,017
Palapress - 0,185 0,305
CoCr --- 1,000
Sinfony -

Tab. 25: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P<.001); dabei zeigte sich sowohl ein
signifikanter Einfluss des Materials (P<.001) als auch ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit
(P<.001). Des Weiteren wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen der Inkubationszeit und
dem Material festgestellt (P<.001).
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Die anschliefende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme

auf dem Werkstoff Palapress® vario mit Zinkoxid als fur Biofilme auf den Werkstoffen Palapress®

vario mit Calciumoxid (P=.002), Cobaltchrom (P=.009) und Sinfony (P=.020). Zusatzlich zeigte sie eine

signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme auf dem Werkstoff Palapress® vario mit

Titandioxid als fir Biofilme auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Calciumoxid (P=.002),

Cobaltchrom (P=.007) und Sinfony (P=.017).

4.2.2.1.2 Metalloxid-Konzentration 0,2%

3,000

2,000
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Abb. 31: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,2%-igem Zusatz und den

Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

0,2% ZnO 0,2% Ca0o 0,2% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO 0,904 0,628 0,232 0,991 0,500
0,2% CaO 0,995 0,844 0,572 0,064
0,2% TiO, 0,985 0,263 0,014
Palapress - 0,058 0,001
CoCr --- 0,860
Sinfony -

Tab. 26: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der

Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P<.001); dabei zeigte sich ein
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signifikanter Einfluss des Materials (P=.001) und der Inkubationszeit (P<.001). Es wurden keine

Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit und Material festgestellt (P=.126).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fiir Biofilme

auf dem Werkstoff Sinfony als fiir Biofilme auf den Werksoffen Palapress® vario mit Titandioxid
(P=.014) und Palapress® vario (P=.001).

4.2.2.1.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%
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Abb. 32: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,4%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

0,4% ZnO 0,4% CaO 0,4% TiO; Palapress CoCr Sinfony
0,4% ZnO 0,432 0,178 0,016 0,025 0,644
0,4% Ca0 0,996 0,712 0,000 1,000
0,4% TiO, 0,940 0,000 0,963
Palapress - 0,000 0,501
CoCr --- 0,000
Sinfony -

Tab. 27: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der

Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P<.001); dabei zeigte sich ein
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signifikanter Einfluss des Materials (P<.001) sowie der Inkubationszeit (P<.001). Es wurden keine
Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit und Material festgestellt (P=.120).

Die anschlieRende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fiir Biofilme
auf dem Werkstoff Cobaltchrom als fiir Biofilme auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid
(P=.025), mit Calciumoxid (P<.001), mit Titandioxid (P<.001), Palapress® vario (P<.001) und Sinfony
(P<.001). Zusatzlich zeigte sich eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme auf dem
Werkstoff Palapress® vario mit Zinkoxid als fur Biofilme auf dem Werkstoff Palapress® vario (P=.016).

4.2.2.1.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%
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Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abb. 33: Candida albicans-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,8%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte keine signifikanten Unterschiede bezliglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P=.439); weder das Material
(P=.410) noch die Inkubationszeit (P=.877) zeigten signifikanten Einfluss oder wiesen
Interaktionseffekte auf (P=.310). Es folgte keine Post-hoc-Analyse.

66



4.2.2.2 Untersuchungen der Multispezieskultur aus Candida albicans, Actinomyces
naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1

4.2.2.2.1 Metalloxid-Konzentration 0,1%

Inkubationszeit
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Abb. 34: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,1%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

0,1% ZnO 0,1% CaO 0,1% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,1% ZnO 0,985 0,386 1,000 0,014 0,499
0,1% CaOo 0,804 0,993 0,090 0,887
0,1% TiO, 0,447 0,733 1,000
Palapress - 0,019 0,565
CoCr - 0,618
Sinfony -

Tab. 28: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P<.001); dabei zeigte sich sowohl ein
signifikanter Einfluss des Materials (P=.007) als auch ein signifikanter Einfluss der Inkubationszeit
(P=.008). Es wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit und Material
festgestellt (P=.014).
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Die anschliefende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme
auf dem Werkstoff Cobaltchrom als fiir Biofilme auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid
(P=.014) und Palapress® vario (P=.019).
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Abb. 35: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,2%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

0,2% ZnO 0,2% Ca0o 0,2% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,2% ZnO 1,000 1,000 1,000 0,003 0,965
0,2% CaO 1,000 1,000 0,009 0,996
0,2% TiO, 1,000 0,004 0,977
Palapress - 0,007 0,993
CoCr - 0,042
Sinfony -

Tab. 29: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P=.001); dabei zeigte das Material
signifikanten Einfluss (P=.001), wohingegen die Inkubationszeit keinen signifikanten Einfluss zeigte
(P=.152). Es wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit und Material

festgestellt (P=.034).
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Die anschliefende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme
auf dem Werkstoff Cobaltchrom als fiir Biofilme auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid
(P=.003), mit Calciumoxid (P=.009), mit Titandioxid (P=.004), Palapress® vario (P=.007) und Sinfony
(P=.042).

4.2.2.2.3 Metalloxid-Konzentration 0,4%
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Abb. 36: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkorpern mit 0,4%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P=.008); dabei zeigte weder das
Material (P=.070) noch die Inkubationszeit signifikanten Einfluss (P=.057). Es wurden lediglich
signifikante Interaktionseffekte zwischen Material und Inkubationszeit festgestellt (P=.034). Es folgte
keine Post-hoc-Analyse.
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4.2.2.2.4 Metalloxid-Konzentration 0,8%
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Abb. 37: Multispezies-Biofilmbildung auf den Prifkérpern mit 0,8%-igem Zusatz und den
Referenzmaterialien, angegeben als fluoreszenzmikroskopischer Flachenprozent-Mittelwert.

0,8% ZnO 0,8% Ca0o 0,8% TiO, Palapress CoCr Sinfony
0,8% ZnO 0,020 0,944 0,120 0,998 1,000
0,8% CaOo 0,204 0,986 0,065 0,027
0,8% TiO> 0,580 0,996 0,966
Palapress - 0,280 0,150
CoCr --- 1,000
Sinfony -

Tab. 30: Statistische Auswertung (Post-hoc-Test, Tukey-HSD; a < 0,05).

Die zweifaktorielle Varianzanalyse zeigte das Vorliegen von signifikanten Unterschieden beziglich der
Biofilmbildung auf den verschiedenen Prothesenmaterialien an (P<.001); dabei zeigte sich ein
signifikanter Einfluss des Materials (P=.004), wohingegen sich kein signifikanter Einfluss der
Inkubationszeit zeigte (P=.406). Es wurden signifikante Interaktionseffekte zwischen Inkubationszeit
und Material festgestellt (P<.001).

Die anschliefende Post-hoc-Analyse zeigte eine signifikant hohere Flachenprozentzahl fir Biofilme
auf den Werkstoffen Palapress® vario mit Zinkoxid (P=.020) und Sinfony (P=.027) als fiir Biofilme auf
dem Werkstoff Palapress® vario mit Calciumoxid.
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4.2.2.3 Fluoreszenzmikroskopische Bilder

Die Bilder der fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurden nicht nur zur quantitativen Auswertung
genutzt, sondern auch zur qualitativen Beurteilung der Morphologie, GréRe und Anordnung der
Mikroorganismen. Im Folgenden sind beispielhaft mehrere Fluoreszenzmikroskopaufnahmen
abgebildet. Diese zeigen die charakteristische Zellordnung aus Candida albicans-Sporen und -Hyphen.

Abb. 38.: links — Monospezies-Biofilmbildung nach 20 Stunden Inkubation auf Sinfony-Prifkérpern;
rechts — Monospezies-Biofilmbildung nach 44 Stunden auf Cobaltchrom-Priifkbrpern. Aufgrund der
selektiven Farbung des FUN®1 Cell Stain-Farbstoffs handelt es sich bei den dargestellten
Mikroorganismen stets um Candida albicans.

Abb. 39: links — Multispezies-Biofilmbildung nach 20 Stunden Inkubation auf Cobaltchrom-
Priifkorpern; rechts — Multispezies-Biofilmbildung nach 44 Stunden Inkubation auf Cobaltchrom-
Priafkoérpern. Aufgrund der selektiven Farbung des FUN®1 Cell Stain-Farbstoffs handelt es sich bei
den dargestellten Mikroorganismen stets um Candida albicans.
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4.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Anhand der rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurde die Morphologie, GréRe und Anordnung
der verschiedenen Mikroorganismen dargestellt. Die Aufnahmen haben lediglich qualitative
Aussagekraft und lassen keinen Riickschluss auf die genaue Quantitat einzelner Mikroorganismen zu.
Im Folgenden wurden zur Veranschaulichung exemplarisch rasterelektronenmikroskopische Bilder
ausgewahlt.

4.2.3.1 Morphologische Darstellung des Monospeziesbiofilms aus Candida albicans

Abb. 40: C. albicans-Biofilm auf Palapress® vario-Priifkérpern mit 0,4%-igem Zusatz von Titandioxid,
nach 44 Stunden Inkubationszeit; links 1000-fache VergréRerung, rechts 3000-fache VergrofRerung.

Alle rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden in 1000- und 3000-facher VergroRerung
aufgenommen. Die obigen Bilder veranschaulichen, dass bei 1000-facher VergrofRerung ein dichter
Candida albicans-Rasen sichtbar ist, wahrend die 3000-fache VergroRerung Uberwiegend der
genaueren Darstellung einzelner Zellformen dient: kleine, oval-rundliche Sporen und diinne,
langliche Hyphen.
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Abb. 41: links - C. albicans-Biofilm auf Palapress® vario-Priifkorpern mit 0,4%-igem Zusatz von
Calciumoxid; rechts - C. albicans-Biofilm auf Palapress® vario-Prifkérpern ohne Zusatz; beide
Aufnahmen in 3000-facher VergréRerung nach 20 Stunden Inkubationszeit.

Das Wachstum von C.albicans ist nicht immer so stark, dass ein lickenloser Biofilmrasen entsteht. Im
linken Bild sieht man eine exemplarische, kugelformige Sporenanhaufung; im rechten Bild lagern sich
die Sporen entlang der Hyphen an.

40pm

Abb. 42: C. albicans-Biofilm auf Sinfony-Priifkérpern in 3000-facher VergroRerung; links 20 Stunden
Inkubationszeit, rechts 44 Stunden Inkubationszeit.

Diese zwei Aufnahmen zeigen die Abhangigkeit der Zellenform von der Inkubationszeit. Wahrend
nach 20 Stunden Inkubationszeit kaum Hyphen vorhanden sind und Sporen deutlich iberwiegen,
zeigen sich im rechten Bild nach 44 Stunden Inkubationszeit mehrere hyphenférmige Zellen.
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4.2.3.2 Morphologische Darstellung des Multispeziesbiofilms aus Candida albicans,
Actinomyces naeslundii T14V und Streptococcus gordonii DL1

MAY 22 2015 16:
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0.4tio_mu_44_2

Abb. 43: Multispezies-Biofilm auf Palapress® vario-Prifkérpern mit 0,4%-igem Zusatz von Titandioxid,
nach 44 Stunden Inkubationszeit; links 1000-fache VergroRerung, rechts 3000-fache VergrofRerung.

Auch hier erlangt man durch die 1000-fache VergroRerung einen besseren Eindruck der gesamten
Biofilmanordnung, wahrend bei 3000-facher VergréBerung die Formen und GrofRenverhaltnisse der
Mikroorganismen deutlich werden. Die Pilzzellen sind deutlich gréBer als die Bakterienzellen.

40pm

Abb. 44: links - Multispezies-Biofilm auf Sinfony-Priifkdrpern; rechts — Multispezies-Biofilm auf
Palapress® vario-Prifkorper mit 0,2%-igem Zusatz von Calciumoxid; beide Aufnahmen in 3000-facher
VergroRerung nach 44 Stunden Inkubationszeit.

Diese rasterelektronenmikroskopischen Bilder verdeutlichen die typischen morphologischen Formen
der Mikroorganismen: C. albicans ist in Sporen- und Hyphenform sichtbar, Streptococcus gordonii
DL1 zeigt sich in kugelrunder Kettenform und Actinomyces naeslundii T14V tritt stabchenférmig auf.
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AulRerdem ist die Biofilmdichte der beiden Aufnahmen unterschiedlich; dies ist allerdings kein
quantitatives Kriterium, da die Prifkorperstelle der Aufnahme zufallig ausgewahlt wurde.

Abb. 45: Multispezies-Biofilm auf Palapress® vario-Priifkérpern in 3000-facher VergroRerung; links 20
Stunden Inkubationszeit, rechts 44 Stunden Inkubationszeit.

Diese Aufnahmen verdeutlichen, dass nach 20 Stunden Inkubationszeit deutlich mehr Bakterien- als
Pilzzellen vorhanden sind und dass sich dieses Verhaltnis nach weiteren 24 Stunden Inkubation
umkehrt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Verwendeter natiirlicher und kiinstlicher Speichel

Fir die vorliegenden in vitro Untersuchungen wurden wegen des Umfangs der Versuche sehr grolie
Speichelmengen bendtigt. Aus diesem Grund wurde ein Speichelgemisch hergestellt, das zu gleichen
Teilen aus natlirlichem und kinstlichem Speichel bestand und folglich eine Limitation der
realitdtsnahen Darstellung bewirkt.

Der mittels Expektoration gewonnene nattirliche Speichel enthdlt zahlreiche Mikroorganismen und
muss, um ungewdinschte Einflisse auf die Versuchsergebnisse weitestgehend auszuschlieBen,
sterilisiert werden. Fir die Sterilisation von Speichel gibt es zwei Hauptmaoglichkeiten: Zentrifugation
und Filtration. In vielen Studien wird der natiirliche Speichel zentrifugiert und der klare Uberstand
abpipettiert, um die Mikroorganismen zu eliminieren; die Rotationszeit liegt haufig zwischen 5
Minuten und 30 Minuten, bei einer Schleuderziffer von 1000 g bis 30000 g (Schleuderziffer =
Vielfaches der mittleren Erdbeschleunigung g) [Armstrong 1971; McGhee et al. 1975; Ligtenberg et
al. 1992; Carlen et al. 2001; Lamkin et al. 2001; Kawashima et al. 2003; Ahn et al. 2005; Chambers et
al. 2008; Jiang et al. 2009; Cvikl et al. 2015]. Fiir die in der Literatur weniger haufig beschriebene
Filtration werden verschiedene Arten von Filtern verwendet, um den Speichel von zelluldren
Bestandteilen zu reinigen [Slowey et al. 1968; Liu et al. 1999; Hahnel 2007; Jiang et al. 2009; Li et al.
2012; Cvikl et al. 2015]. Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde die Filtrationsmethode mit
sterilen Filtern der PorengréfRe 0,45 um und 0,22 um angewandt.

Ein Vorteil der hier angewandten Filtrationsmethode ist das Erlangen einer absoluten Keimfreiheit;
diese konnte bei zentrifugierten Speichelproben nicht nachgewiesen werden, da sich nach Ausstrich
auf Blutagar und Inkubation Bakterienwachstum zeigte [Medlhammer 2003], welches
moglicherweise zur mikrobiellen Verunreinigung des Speichels fiihren kann. Ein Nachteil der
Filtration ist verglichen mit der Zentrifugation die langere Dauer [Williams and Kraus 1963].

Neben diesen zwei Hauptmethoden gibt es noch weitere Moglichkeiten, Speichel zu sterilisieren.
Chemische Substanzen wie Chlorhexidin, Ethylenoxid und Wasserstoffperoxid, sowie Gamma- und
ultraviolette Strahlung wurden in Studien zur Sterilisation von Speichel genutzt [Williams and Kraus
1963; Sreebny et al. 1995].

Die Sterilisationsverfahren sind einerseits nétig, um einen moglichst keimfreien Speichel zu erhalten;
andererseits schranken sie die in vitro Bakterienadhasion durch Denaturierung ein und durch die
Sauberungsvorgange gehen Speichelproteine verloren, die fir die Bindung von Mikroorganismen
besonders bedeutend sind. Bei der Filtration gehen beispielsweise bis zu 50 % des gesamten
Proteingehalts der Speichelproben verloren, wohingegen bei der Zentrifugation vor allem signifikante
Verluste der hochmolekularen Glykoproteine auftreten [Williams and Kraus 1963; Sweet et al. 1990;
Sreebny et al. 1995; Langenfelder 2005].

76



Zusatzlich zum natirlichen Speichel wurde fiir diese Arbeit kiinstlicher Speichel bendétigt, um die
erforderliche Menge an Speichel zu erhalten. Es liegen unzadhlige Vorschlage zur Herstellung von
kiinstlichem Speichel vor; darunter sind einige, die haufig verwendet oder modifiziert werden, weil
sie in Untersuchungen zu guten Ergebnissen beigetragen haben [Muhler and Swenson 1947;
Fusayama et al. 1963; Shellis 1978; Wong and Sissons 2001].

Generell ist es wichtig, einen kinstlichen Speichel zu verwenden, der den Anspriichen der
durchgefiihrten Untersuchungen angepasst ist, da sich kinstliche Speichelersatzmittel, je nach
Zielsetzung, in ihrer Zusammensetzung unterscheiden. Demnach weist kiinstlicher Speichel fir
Adhéasionsuntersuchungen von Mikroorganismen eine andere Zusammensetzung auf als kinstlicher
Speichel fiir Korrosionsprifungen von Werkstoffen [Kirstein 1986; Wyss 1992; Hahnel 2007; Talu et
al. 2016].

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Untersuchung von Adhasionsvorgangen auf zahnarztlichen
Materialien, weshalb ein von Hahnel modifizierter Speichelersatz verwendet wurde, der speziell fur
Untersuchungen mikrobieller Anlagerung entwickelt worden ist [Hahnel 2007]. AnschlieRend wurde
der kinstliche Speichel analog zum natirlichen Speichel in sterilen Filtern der PorengrofRe 0,45 um
und 0,22 um sterilisiert, um fir beide Speichelarten gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen.

Da die Enzymaktivitat sowohl des natirlichen als auch des kiinstlichen Speichels bei Temperaturen
von 25 und 37°C lber einen langeren Zeitraum fast komplett verloren geht [Williams and Kraus
1963], wurden die Speichelproben bei -50°C tiefgefroren und erst vor Gebrauch wieder aufgetaut,
um die Speichelproteine moglichst intakt zu halten [Veerman et al. 2008].

5.1.2 Verwendetes Nahrmedium - Schddlermedium

Um fur die Mikroorganismen wahrend der Inkubation eine wachstumsférdernde Umgebung zu
schaffen, ist ein Nahrmedium noétig. Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein flssiges
Nahrmedium verwendet, das, anders als halbfeste und feste Nahrmedien, direkt auf die Prifkorper
pipettiert wird [Kriger and Seidler 2007]. Es gibt eine Vielzahl von industriell hergestellten
Ndahrmedien oder exakte Anleitungen, um sie selbst herzustellen. Entscheidend fir die
Zusammensetzung des Mediums sind die physiologischen Anspriiche der Mikroorganismen, die
kultiviert, detektiert oder gezahlt werden sollen und die Zielsetzung der Untersuchung [Kriiger and
Seidler 2007; Carl Roth GmbH 2015].

So dient das MacConkey-Medium, das haufig auch als festes Nahrmedium sog. MacConkey-Agar
verwendet wird, vor allem der Kultivierung und Detektion gramnegativer Bakterien, wie Salmonellen,
Shigellen und coliformer Bakterien [Sanz et al. 1993; Aguilera et al. 2005], wahrend das Todd-Hewitt-
Medium vor allem die Kultivierung B-hdamolytischer Streptokokken unterstiitzt [Finch and Phillips
1977; Engel and van Silfhout 1981; Huelves et al. 2008].

Das Schddlermedium wiederum ist ein Kulturmedium zur Anreicherung und Kultivierung aerober und
v. a. anaerober Mikroorganismen, das in zahlreichen Untersuchungen Anwendung gefunden hat
[Shungu et al. 1985; Busscher et al. 1995; Decker et al. 2014]. Da es sich bei den hier verwendeten
Mikroorganismen — Candida albicans, Streptococcus gordonii DL1 und Actinomyces naeslundii T14V —
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um fakultative Anaerobier handelt, war das Schddlermedium Mittel der ersten Wahl [Ellen 1976; Loo
et al. 2000; Biswas and Chaffin 2005].

Das fir die vorliegenden Untersuchungen verwendete Schddlermedium wurde nach Schaedler et al.
selbst hergestellt [Schaedler et al. 1965].

5.1.3 Verwendete Mikroorganismen

In der menschlichen Mundhéhle betragt die Gesamtkeimzahl im Speichel circa 10® Keime pro ml
[GroB 2009]. Darunter finden sich in der residenten Mikroflora Viridans-Streptokokken,
Staphylokokken, Cornyebakterien, Neisserien, Aktinomyzeten, Fusobakterien, Hefepilze, Veillonellen,
Laktobazillen, uvm. [Slots 1977; Babaahmady et al. 1997; Grof8 2009]. Fiir die vorliegenden
Untersuchungen wurden reprasentative Mikroorganismen verwendet, welche folgende Kriterien
erfillten: haufiges Vorkommen in der physiologischen Mundflora, Beitrag zur initialen Biofilm- und
Plaquebildung und hohe Adhasionsbereitschaft zu Zdhnen, Schleimhaut und Zahnersatzmaterialien.

Candida albicans ist haufiger Bestandteil der oralen Flora gesunder Patienten [Amato and Pecora
1983; Ramanathan et al. 1985; Odds 1988]. Von allen im Mund vorkommenden Pilzarten ist C.
albicans der mit Abstand am haufigsten anzutreffende [Rams and Slots 1991; Dorko et al. 2001]. C.
albicans ist ein fakultativ pathogener Organismus, ein sogenannter opportunistischer Erreger, der
nur bei geschwachter Immunabwehr oder nicht intakter Hautbarriere eine Erkrankung auslost [King
et al. 1980; Moll et al. 2005; GroR 2009]. Beim gesunden Menschen zahlt der Pilz zur physiologischen
oralen Mikroorganismengemeinschaft, wohingegen er beim immungeschwachten Menschen zum
pathogenen Mikroorganismus werden und dadurch orale Erkrankungen verursachen kann - z. B.
oralen Soor, mukokutane oder pseudomembrandse Candidiasis, Prothesenstomathopathien,
Mundwinkelcheilitis, bis hin zu Candida-Myokarditis oder akuter, disseminierter Candida-Sepsis
[Douglas 1985; Cannon et al. 1995; Molero et al. 1998].

Die Zellen des Hefepilzes C. albicans binden an andere Mikroorganismen und Speichelproteine;
einige Autoren beschreiben, dass die an Zahnoberflaichen adsorbierten Speichelkomponenten zu
Liganden fir C. albicans und andere Mikroorganismen werden [Calderone and Braun 1991; Edgerton
et al. 1993]. Da fast alle Strukturen der menschlichen Mundhohle mit Speichel liberzogen sind,
adhariert C. albicans Uiber die Proteine des Speichels an Zahnen, Wange, Zunge, jeglichen
Schleimhauten der Mundhohle sowie auch an Prothesenmaterialien, Polymeroberflachen und
Implantaten [Arendorf and Walker 1980; Klotz et al. 1985; Cannon et al. 1995; Dorko et al. 2001;
Biirgers et al. 2010b; Susewind S. 2014]. C. albicans kann durch Abstrich von Zahnen, Wangen und
zahnarztlichen Prothesen oder Speichelproben gewonnen werden und ist haufig Bestandteil der
dentalen Plaque [Arendorf and Walker 1980; Dorko et al. 2001].

Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass C. albicans eine sehr hohe Affinitdt zur Adhasion an
zahnarztlichen Prothesenwerkstoffen hat [Budtz-Jorgensen 1978; Vandenbussche and Swinne 1984;
Abu-Elteen and Abu-Alteen 1998]; dies beglnstigt in groRem Malle das Entstehen von
Prothesenstomathopathien [Arendorf and Walker 1987; Nanetti et al. 1993]. Somit gelten
zahnarztliche Prothesen als pradisponierender Faktor fiir die Anlagerung von C. albicans und dadurch
entstehende Krankheiten [Budtz-Jorgensen 1978; Dorko et al. 2001; Gleiznys et al. 2015]; aus diesem
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Grund ist es wichtig herauszufinden, welche MaRnahmen die Adhdsion von Mikroorganismen an
zahnarztlichen Prothesen inhibieren kdnnen und deshalb wurde fiir diese Untersuchung Candida
albicans sowohl als Monokultur als auch als Teil der Multikultur verwendet.

Actinomyces naeslundii T14V zahlt als Erstbesiedler zur physiologischen Mundflora des Menschen
und weist starke Beteiligung an der Entwicklung dentaler Plaque auf [Coleman et al. 1969; Clark et al.
1981; Kolenbrander et al. 1990]. A. naeslundii besiedelt bei fast allen Menschen die Zdhne und die
Mundhohle [Clark et al. 1981], auch unbezahnte Babys sind betroffen, und das Bakterium ist
Uberwiegend auf dem Zungenriicken und im Speichel vorhanden; A. naeslundii weist eine Dominanz
unter den fakultativ anaeroben Aktinomyceten auf [Ellen 1976]. Aktinomyceten und Streptokokken
besiedeln innerhalb kiirzester Zeit frisch gereinigte Zahnoberflachen, binden durch intragenerische
Wechselwirkungen aneinander sowie durch intergenerische Koaggregation untereinander und haben
dadurch groRRen Anteil an der Entwicklung dentaler Plaque [Kolenbrander et al. 1990].

A. naeslundii kann, meist im Zusammenhang mit anderen Mikroorganismen, zur Entstehung von
oralen Krankheiten beitragen. Karidse Lasionen, Gingivitis sowie Parodontitis, endodontische
Infektionen und Aktinomykosen sind einige der u.a. durch A. naeslundii ausgel6sten moglichen
Krankheiten [Coleman et al. 1969; Clark et al. 1981; Bowden et al. 1999; Chen et al. 2001; Xia and
Baumgartner 2003]. A. naeslundii besiedelt speichel- und pellikelbedeckte Flachen, d.h. auch
Zahnersatzmaterialien werden kolonisiert; bei Tragern zahnarztlicher Prothesen fiihrt dies zu einer
vermehrten Anhdufung von Bakterien und dadurch zur Steigerung des Erkrankungsrisikos [Sumi et al.
2003]. Vor allem bei alteren Patienten ist die Zahnersatz-Plaque in Kombination mit schlechter
Zahnersatz- und Mundhygiene haufig mit Stomatopathien verbunden, sie dient als Reservoir fiir
potenziell infektiose Pathogene und kann zu Mundgeruch, Karies und Parodontitis beitragen
[Coulthwaite and Verran 2007]. Aus diesem Grund wurde A. naeslundii als haufig auftretender
Erstbesiedler von Zdhnen, Zahnersatzmaterialien und der Mundhdhle in der vorliegenden
Untersuchung als Teil der Multikultur verwendet.

Streptococcus gordonii DL1 gehort zur Gruppe der Viridans-Streptokokken, die als Pionierkeime die
Biofilmbildung in der menschlichen Mundhohle initiieren [Nyvad and Kilian 1990; Loo et al. 2000;
Martin et al. 2017]. Zur Adhédsion an Zahnoberflachen und zahnarztlichen Materialien dienen u. a.
Speichelbestandteile als Rezeptoren; die Interaktionsbereitschaft von S. gordonii mit diesen wird als
eine der starksten im Vergleich zu anderen Erstbesiedlern beschrieben [Hamada et al. 2004; Hannig
and Hannig 2007]. Dariliber hinaus besitzt das Bakterium verschiedene Oberflachen-Polypeptid-
Proteine, die eine Adhasion an humane und bakterielle Rezeptoren vermitteln [Demuth et al. 1996;
Egland et al. 2001]. Nicht nur die eigene Adhasion, sondern die durch S. gordonii vermittelte
Koaggregation vieler oraler Mikroorganismen, ist von groRer Bedeutung [Kolenbrander et al. 1990].
S. gordonii interagiert mit Actinomyces naeslundii (iber Oberflachenproteine und zahlreiche weitere
Keime binden an S. gordonii, vor allem andere Viridans-Streptokokken [Kolenbrander et al. 1990;
Demuth et al. 1996; Loo et al. 2000; Egland et al. 2001]. AuRerdem ermdglicht S. gordonii durch die
Erstbesiedlung die anschlieRende Adhdsion parodontaler Pathogene wie z. B. Porphyromonas
gingivalis [Stinson et al. 1992; Kuboniwa et al. 2006; Martin et al. 2017].

Aufgrund der zentralen Rolle in der Mikroorganismenadhasion ist Streptococcus gordonii ein
exemplarisch wertvoller Keim zur Initiierung von dem stomatognathen System maglichst ahnlichen
Versuchsbedingungen.
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5.1.4 Verwendete Werkstoffe

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Adhdsion von Mikroorganismen an zahnarztliche
Prothesenmaterialien untersucht. Deshalb ist es wichtig, dass authentische Werkstoffe verwendet
wurden, die auch in vivo haufig zur Herstellung von herausnehmbarem Zahnersatz Anwendung
finden. Palapress® vario ist ein Prothesenkunststoff der Firma Heraeus Kulzer und wird in der
Zahnmedizin als Prothesenbasismaterial fiir die Herstellung von Totalprothesen, zur Komplettierung
von Modellgussprothesen, Randgestaltung, Reparaturen und indirekten Unterfiitterungen verwendet
[Heraeus Kulzer, 2012]. Die Kobaltchrom-Legierung Wirobond® LFC der Firma BEGO ist eine
Nichtedelmetall-Legierung mit groRem Indikationsbereich. Sie ist fir die Herstellung von Modellguss-
Geristen, Kronen, Briicken sowie Metallkeramik geeignet [BEGO Bremer Goldschlagerei, 2013]. Das
Verblendkomposit Sinfony™ der Firma 3M ESPE kann zur Teil- / Vollverblendung von Kronen,
Briicken, Teleskop- und Konuskronen, galvanisierten Doppelkronen, GeschiebeaulRenteilen,
Implantat-Suprakonstruktionen und Adhasivbriicken sowie filir Prothesenindividualisierungen,
intraorale Reparaturen und Herstellung von Veneers, Inlays, Onlays und Voll-Composite-Einzelkronen
verwendet werden [3M ESPE, 2014].

Aufgrund des haufigeren Auftretens oraler Erkrankungen bei Patienten mit herausnehmbarem
Zahnersatz im Vergleich zu Patienten ohne herausnehmbaren Zahnersatz wurden Zinkoxid-,
Calciumoxid- und Titandioxid-Nanopartikel zur Pulverkomponente des Prothesenkunststoffes
Palapress® vario hinzugefligt, weil in zahlreichen Untersuchungen eine antimikrobielle Aktivitat
dieser Metalloxid-Nanopartikel festgestellt wurde [Dizaj et al. 2014].

5.1.5 Herstellung, Bearbeitung und Wiederverwendung der Priifkorper

Die Herstellung der Priifkorper erfolgte nach jeweiliger Herstellerangabe. Fiir die Palapress® vario-
Prifkérper mit Zusatz wurde die jeweilige Metalloxidmenge dem Palapress® vario-Pulver
beigemengt, anschlieRend folgte die Weiterverarbeitung nach Herstellerangaben.

Um eine moglichst dhnliche Form und Oberflachenrauhigkeit der Prifkorper zu erlangen, wurden die
Rander mit herkdmmlichen Handfrasen entgratet und die Oberflache mit Schleifpapier verschiedener
Kérnungen und unter konstanter Wasserkiihlung bearbeitet; diese Methode wurde bereits in einigen
Untersuchungen angewandt [Hahnel et al. 2009; Koch et al. 2013; Susewind et al. 2015].

Aufgrund der groRen Versuchsanordnung war es aus Zeit- und Kostengriinden noétig, die Prifkorper
aus Wirobond® LFC und Sinfony™ wiederzuverwenden. Um eine Verfdlschung der
Untersuchungsergebnisse zu vermeiden, wurden die Priifkdrper nach jeder Verwendung in 70%-
igem Ethanol und Wasser gewaschen und anschlieRend mit Schleifpapier poliert, um die adharenten
Biofilme ganzlich zu entfernen.

80



5.1.6 Bestimmung der Oberflichenrauhigkeit und der freien
Oberflachenenergie

Raue Oberflaichen beglinstigen die Bildung und Reifung von Plaque; Substrate mit hohen
Oberflachenenergien sammeln mehr Plaque an, binden sie fester und kénnen spezifische Bakterien
binden [Quirynen and Bollen 1995]. Deshalb ist es wichtig, dass die Oberflachenrauhigkeit und die
freie Oberflachenenergie dentaler Werkstoffe moglichst gering sind. Obwohl beide Komponenten
miteinander in Wechselwirkung treten, Gberschreitet der Einfluss der Oberflachenrauhigkeit den der
freien Oberflachenenergie [Quirynen and Bollen 1995].

Da die Oberflachenrauhigkeit (R,) maRgeblich fiir die Anlagerung von Zellen und Mikroorganismen
verantwortlich ist, wurde in der Vergangenheit nach Schwellenwerten gesucht, die dentale
Werkstoffe idealerweise erreichen sollen, um mdglichst wenig Adhasion zuzulassen [Busscher 1985;
Quirynen and Bollen 1995; Bollen et al. 1996; Lampin et al. 1997]. So wurde von Bollen et al. ein
Schwellenwert von R, = 0,2 um festgelegt. Bei Rauhigkeitswerten unter 0,2 um wurden keine
weiteren positiven Auswirkungen auf die Adhdsion von Mikroorganismen festgestellt [Bollen et al.
1996; Bollen et al. 1997]. Im Vergleich dazu hat Busscher in seinen Untersuchungen einen
niedrigeren Wert als Schwellenwert festgelegt; laut seinen Studien sind Rauhigkeitswerte unter 0,1
pm notig, um Auswirkungen auf die Kontaktwinkelmessung und mikrobielle Adhasion ausschlieRen
zu konnen [Busscher 1985].

Fir die vorliegende Untersuchung wurden deshalb Oberflaichenrauhigkeitswerte unter 0,1 um
akzeptiert und Prifkorper, die diesen Wert (iberschritten haben, nachbearbeitet oder verworfen. Die
Bestimmung der Oberflichenrauhigkeit erfolgte mittels Perthometer (= profilometrisches
Tastschnittgerat) an jeweils drei willkirlich ausgewéahlten Stellen eines Prifkorpers, einmal zentral
und zweimal marginal.

Ein profilometrisches Tastschnittgerdat wurde auch in vielen anderen Untersuchungen angewandt
[Valcke and Duggan 1981; Willershausen et al. 1999; Sofou et al. 2001; Biirgers et al. 2010a]. Weitere
Methoden zur Bestimmung der Oberflaichenrauhigkeit sind die Verwendung eines
Rastertunnelmikroskops [Baro et al. 1986] oder eines Konfokalmikroskops [Radford et al. 1997; Sidhu
et al. 1997; Lee et al. 2009] sowie die haufig angewandte Bestimmung der Oberflachenrauhigkeit
mittels Rasterelektronenmikroskopie [Sendall and Staniforth 1986; Ariyaratnam et al. 1997; Radford
et al. 1997; Sofou et al. 2001; Camboni and Donnet 2016]. Bei Untersuchungen, in denen die
Bestimmung der Rauhigkeit das Hauptziel darstellt, haben Radford et al. empfohlen, zwei
verschiedene Rauhigkeitsmessverfahren anzuwenden, um Artefakte auszuschlieRen; die
Untersuchungsgruppe um Radford hat z. B. ein Rasterelektronen- und ein Konfokalmikroskop
verwendet [Radford et al. 1997], Sofou et al. sowie Ariyaratnam et al. haben ein
Rasterelektronenmikroskop und ein Perthometer verwendet [Ariyaratnam et al. 1997; Sofou et al.
2001].

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Rauhigkeit bestimmt, um moglichst gleiche
Voraussetzungen fiir die Adhadsionsversuche zu schaffen. Die Rauhigkeitsbestimmung war also nicht
das primare Ziel der Studie, weshalb auf die relativ schnelle, sichere und einfache Methode der
Perthometermessung zuriickgegriffen wurde.
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Die Bestimmung der freien Oberflaichenenergie erfolgt meist indirekt mit Hilfe des Kontaktwinkels
durch die Messung der Benetzbarkeit, da gemaR der Gleichung von Young ein Zusammenhang
zwischen der freien Oberflichenenergie eines Festkorpers, der Oberflaichenspannung einer
FlUssigkeit, der spezifischen Grenzflachenspannung zwischen Festkorper und Flissigkeit und dem
Kontaktwinkel besteht [Young 1805; Anderson 1986; Menges et al. 2014; Kriiss GmbH Stand -
2017a]. Zwei weitere Methoden zur Messung der Benetzbarkeit sind die Amott-Methode und die U.
S. Bureau of Mines-Methode (USBM), die die durchschnittliche Benetzbarkeit eines Grundkorpers
messen, wohingegen der Kontaktwinkel die Benetzbarkeit spezifischer Oberflachen misst [Anderson
1986].

Fiir die Bestimmung des Kontaktwinkels sind viele verschiedene Messmethoden bekannt. In der
vorliegenden Untersuchung wurde die Tropfenkonturanalyse verwendet, die schon in zahlreichen
anderen Studien Anwendung gefunden hat [Jong et al. 1982; Hahnel et al. 2008a; Osorio et al. 2012].
Diese ist eine Bildanalysemethode und kann sowohl fiir die Kontaktwinkelmessung von Festkérpern
(Methode des liegenden Tropfens = sessile drop method) als auch fiir Flissigkeiten (Methode des
hiangenden Tropfens = pendant drop method) verwendet werden [Kopczynska and Ehrenstein 2013;
Kriiss GmbH Stand - 2017b]. In dieser Arbeit wurde die Benetzbarkeit mit drei verschiedenen
Flussigkeiten untersucht — mit destilliertem Wasser, Ethylenglycol und Methylenjodid. Auf jeweils
flinf willkirlich gewahlten Prifkorpern pro Material wurden an je zwei Stellen die verschiedenen
FlUssigkeiten aufpipettiert, die Tropfen fotografiert und die Kontaktwinkel bestimmt. AnschlieRend
folgte die Berechnung der Mittelwerte sowie die Bestimmung der gesamten freien
Oberflachenenergie, inklusive der dispersen und polaren Anteile, nach dem Verfahren von Owens
und Wendt [Owens and Wendt 1969; Hahnel et al. 2008a].

5.1.7 Experimentelle Pellikelbildung

In dieser Arbeit wurde eine in vitro-Pellikelbildung induziert, indem die Priifkorper fir jeweils zwei
Stunden bei 37°C in je 1 ml der sterilen 1:1-Speichelmischung aus natirlichem und kiinstlichem
Speichel inkubiert wurden, um fiir die spater folgende mikrobielle Anlagerung eine moglichst
realitdtsnahe Ausgangssituation zu schaffen.

Das erworbene Pellikel ist die erste natlirliche Beschichtung aller Teile der Mundhohle, die innerhalb
der ersten Minuten nach der Reinigung auftritt [Bennick et al. 1983; Marsh and Bradshaw 1995;
Skjorland et al. 1995; Carlen et al. 1998; Hannig 1999b]. Das bedeutet, dass fiir Untersuchungen, die
sich mit der moglichst realitatsgetreuen Darstellung der menschlichen Mundhohle befassen, meist
eine experimentelle Pellikelbildung nétig ist. Es gibt dennoch viele in vitro Untersuchungen, die auf
die Bildung eines experimentellen Pellikels verzichten [Dummer and Harrison 1982; Satou et al. 1991;
Blunden et al. 1994; Suljak et al. 1995; Kawai et al. 2000; Rimondini et al. 2002; Montanaro et al.
2004]. Dadurch binden die Mikroorganismen direkt an die Oberflachen der jeweiligen Prifkorper und
es konnen potenziell toxische oder wachstumshemmende Einflisse des Materials auf
Mikroorganismen festgestellt werden, ohne Minderungen oder Beeinflussungen durch das
erworbene Pellikel [Hahnel 2007]. Suljak et al. und Satou et al. haben vergleichende Untersuchungen
mit und ohne experimentell erzeugtes Pellikel durchgefihrt [Satou et al. 1991; Suljak et al. 1995].
Dabei haben Satou et al. festgestellt, dass die Zahl adhadrenter Zellen auf Materialplatten mit
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vorheriger Pellikelbildung deutlich niedriger war als auf Materialplatten ohne Pellikelbildung [Satou
et al. 1991]. Suljak et al. kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass Materialien mit proteinreichem
Speichelfilm, verglichen mit Materialien ohne diesen, eine verminderte Bindung lebender Zellen
aufweisen [Suljak et al. 1995]. Vor allem Streptococcus salivarius zeigte bei vorhandenem Pellikel
deutlich weniger Retention an den Werkstoffen [Suljak et al. 1995].

Die experimentelle Pellikelbildung kann in vivo oder in vitro erfolgen. Fir in vivo-Untersuchungen
werden die Prifkorper direkt in den Mundhohlen verschiedener Probanden platziert, indem sie
entweder an herausnehmbaren Kunststoffschienen, -Stabchen oder Gaumenapparaturen befestigt
[Orstavik et al. 1974; Bennick et al. 1983; Hannig 1997, 1999b; Hannig 1999a; Auschill et al. 2002]
oder mit Zementen und Adhasivstoffen direkt an den Zahnen fixiert werden [Lie 1977; Rykke and
Rolla 1990; Amaechi et al. 1999]. Die Priifkdrper unterliegen so allen im stomatognathen System
vorkommenden UnregelmalRigkeiten, wie zum Beispiel der ungleichmalligen Zusammensetzung,
Verteilung und Dicke des Pellikels [Hannig 1997; Amaechi et al. 1999; Hannig 1999a]. Amaechi et al.
haben herausgefunden, dass das Pellikel an den unteren, posterioren Lingualflichen am dicksten ist
mit circa 1,06 um, wohingegen an den Palatinalflachen der oberen Schneidezdhne die niedrigsten
Werte gemessen wurden (circa 0,3 um) [Amaechi et al. 1999]. Darliber hinaus kann es zu
Verfalschungen der anschlieBenden, mikrobiellen Adhasionsvorgdange kommen, da bereits nach zwei
Stunden eine Adhasion von Mikroorganismen an in vivo-Pellikeln festgestellt wurde [Li et al. 2004].
Des Weiteren konnen Schwankungen auftreten z.B. durch die individuellen oralen Begebenheiten
der Probanden, durch vorher angewandte Zahnpasten oder Mundspilungen und durch unbewusst
vorkommende Scher- und Selbstreinigungskrafte wie Zungen- und Wangenbewegungen [Hannig
1997; Amaechi et al. 1999; Marsh and Martin 2003]. Alle diese Griinde fiihren zu einer mangelnden
Standardisier- und Reproduzierbarkeit. Bedingt durch den groRen Aufwand der in vivo-
Untersuchungen, kann auBerdem nur eine relativ geringe Prifkérperanzahl untersucht werden,
weshalb in der vorliegenden Untersuchung eine in vitro-Pellikelbildung angewandt wurde.

Bezliglich der Inkubationszeit und -temperatur gibt es viele Ansatze. In vivo-Untersuchungen dienten
als Grundlage fiur die Bestimmung der Dauer und es wurde festgestellt, dass sich auf
Schmelzscheiben bereits eine Minute nach Speichelexposition eine diinne Pellikelschicht gebildet hat
[Bennick et al. 1983; Hannig 1999b]. Nach eineinhalb bis zwei Stunden hat sich ein Gleichgewicht
zwischen Adsorptions- und Desorptionsvorgangen der Speichelproteine eingestellt, was oft als
,Plateau” beschrieben wird, da das Pellikel dann seine maximale Dicke erreicht hat und die
Zusammensetzung sich nicht mehr signifikant andert [SOnju and Roélla 1973; S6nju 1975; Bennick et
al. 1983; Kuboki et al. 1987]. Auf dieser Grundlage haben verschiedene Forschungsteams mehrere
Inkubationszeiten in vitro angewandt: Vacca Smith und Bowen haben verschiedene
Inkubationszeiten unter 20 Minuten verwendet [Vacca Smith and Bowen 2000], manche
Forschungsteams testeten eine Inkubationszeit von 45 Minuten [Pruitt et al. 1969; Steinberg et al.
1993; Steinberg and Eyal 2002], andere fihrten die Inkubation in Speichelldsungen fiir 60 Minuten
durch [Satou et al. 1991; Suljak et al. 1995; Carlen et al. 1998; Steinberg et al. 1999; Carlen et al.
2001] und Cowan et al. haben die Prifkorper fiir 90 Minuten inkubiert [Cowan et al. 1986]. Aufgrund
des viel erforschten plateauartigen Gleichgewichts und der bewahrten Inkubationsdauer von zwei
Stunden [Orstavik et al. 1974; Stiefel 1976] wurden an unserer Forschungseinrichtung viele Versuche
mit einer Inkubationszeit von zwei Stunden durchgefiihrt [Hahnel 2007; Hahnel et al. 2008b; Hahnel
et al. 2010; Hahnel et al. 2012; Susewind et al. 2015], weshalb man sich in der vorliegenden Arbeit
auch fir eine zweistiindige Inkubation entschieden hat. Bezlglich der Inkubationstemperatur
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versucht man meistens dhnliche Verhéltnisse wie in der menschlichen Mundhohle zu schaffen,
weshalb eine Temperatur von 37°C gewahlt wird [Orstavik et al. 1974; Stiefel 1976; Satou et al. 1991,
Steinberg et al. 1993; Steinberg and Eyal 2002; Hahnel 2007]. Carlén et al. und Yoo et al. fiihrten ihre
Versuche bei Raumtemperatur durch [Carlen et al. 1998; Carlen et al. 2001; Yoo et al. 2003] und
vereinzelt werden die Temperaturbedingungen nicht genauer angegeben [Eick et al. 2004]. Um auch
hier moglichst realitditsnah zu arbeiten, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Inkubationstemperatur von 37°C gewahlt.

5.1.8 Experimentelle Biofilmbildung

In dieser Arbeit wurde eine in vitro-Biofilmbildung induziert. Nach zweistiindiger Inkubation zur
experimentellen Pellikelbildung wurde das Speichelgemisch vorsichtig abgesaugt und die Priifkdrper
flr jeweils zweieinhalb Stunden bei 37°C in je 1 ml der Mono- oder Multispezieskultur inkubiert.

Die Inkubationsdauer der Priifkorper in vitro ist von der Zielsetzung der jeweiligen Untersuchung
abhadngig. Wenn die initiale Adhasion von Mikroorganismen untersucht werden soll, ist eine relativ
kurze Inkubationszeit ausreichend, wohingegen eine Inkubation liber Tage oder Wochen nétig ist,
wenn die sekundare Reifung des Biofilms untersucht werden soll. Lange Inkubationszeiten haben
zum Beispiel Willershausen et al. (20-35 Tage) [Willershausen et al. 1999] und Kommerein et al. (48
Stunden) [Kommerein et al. 2017] sowie Hahnel et al. (24 Stunden, im Vgl. zur kurzzeitigen
Inkubation) [Hahnel et al. 2012] verwendet. Beziiglich der initialen Adhasion wurde in vivo etwa vier
Stunden nach Exposition der Oberflachen eine signifikante Anlagerung oraler Kokken festgestellt, das
bedeutet circa zwei Stunden nach Pellikelbildung [Lie 1975; Klimek and Hellwig 1999; Montanaro et
al. 2004]. Folglich wurden die Prifkorper in in vitro-Untersuchungen haufig nach der experimentellen
Pellikelbildung fir weitere zwei bis vier Stunden mit den jeweiligen Bakterienlésungen inkubiert.
Satou et al. haben eine Inkubationszeit von zwei Stunden angewandt [Satou et al. 1988], Montanaro
et al. und Lee et al. bis zu sechs Stunden [Montanaro et al. 2004; Lee et al. 2009]. Wang et al. haben
Inkubationszeiten von vier, sechs, zwolf und vierundzwanzig Stunden genutzt [Wang et al. 1994].
Andere Autoren haben auch kiirzere Inkubationszeiten angewandt — zum Beispiel eine Stunde [Ellen
and Gibbons 1974; Orstavik et al. 1974; Carlen et al. 1996]. An unserer Forschungseinrichtung
wurden viele Versuche erfolgreich mit einer Inkubationsdauer von zweieinhalb Stunden durchgefiihrt
[Hahnel et al. 2008a; Hahnel et al. 2009; Susewind et al. 2015], weshalb auch fiir die vorliegende
Arbeit eine Inkubationszeit mit den mikrobiellen Kulturen von zweieinhalb Stunden gewahlt wurde,
um die initiale Adhasion der Mikroorganismen zu simulieren. Anschliefend folgte eine langerfristige
Inkubation in Schddlermedium fir 20 und 44 Stunden, um die sekundare Biofilmentwicklung
beobachten zu kénnen. Bei den Priifkorpern, die 44 Stunden inkubiert wurden, wurde nach 20
Stunden ein Mediumwechsel vorgenommen, um mogliche mikrobielle Stoffwechselprodukte zu
eliminieren, die zu veranderten Bedingungen fiihren kénnen.

Ein weiterer entscheidender Faktor neben der Inkubationsdauer ist die Anzahl und Art der
verwendeten Mikroorganismen. Wenn in einer Untersuchung mehrere Mikroorganismen verwendet
werden, ist es wichtig, dass sie sich ungefdhr in der gleichen Wachstumsphase befinden. In der
vorliegenden Untersuchung hat man fir die Kultivierung der Mikroorganismen den Zeitpunkt der
frihen exponentiellen Wachstumsphase gewahlt - dafiir wurde Streptococcus gordonii fur 11
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Stunden, Candida albicans fir 18 Stunden und Actinomyces naeslundii fir 22 Stunden inkubiert
[Susewind S. 2014]. Es folgte das dreimalige Waschen, Zentrifugieren und Resuspendieren der Mono-
Speziessuspensionen und das Einstellen der optischen Dichte mittels Photometer, um eine relativ
dhnliche Bakteriendichte gewahrleisten zu kdnnen. Um genormte Bakterienlésungen zu erhalten,
wurden alle drei Suspensionen auf eine einheitliche optische Dichte von 0,3 kalibriert; dieses
Vorgehen wurde auch in etlichen anderen Studien angewandt [Satou et al. 1991; Carlen et al. 1996;
Grivet et al. 2000].

Die Inkubation wurde dann bei einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt, um die in vitro-
Versuchsbedingungen den Gegebenheiten der menschlichen Mundhohle anzupassen. Zahlreiche
Forschungsteams fiihrten lhre Untersuchungen ebenfalls bei 37°C durch [Satou et al. 1991; Wang et
al. 1994; Hahnel 2007; Birgers et al. 2008; Hahnel et al. 2008a]. Orstavik et al. haben die Versuche
bei Raumtemperatur durchgefihrt [Orstavik et al. 1974], Ellen und Gibbons bei 35°C [Ellen and
Gibbons 1974].

Dariber hinaus ist zu klaren, ob die Untersuchungen statisch, semistatisch oder dynamisch
durchgefiihrt werden sollen. In vivo unterliegen alle Prozesse der Pellikel- und Biofilmbildung einer
nattrlichen Dynamik, die auf die umliegenden muskuldren Strukturen und durch diese ausgel6ste
Scher- und Selbstreinigungskrafte sowie kontinuierliche Speichelsekretion zurlickzufiihren ist. In vitro
ist es schwierig, dieses komplexe System zu simulieren, um moglichst realistische
Versuchsbedingungen zu schaffen. Eine dynamische Inkubation ahmt die natirlichen Bedingungen
des oralen Systems besser nach, ist aber meistens deutlich aufwandiger und sensibler. Statische
Verfahren beinhalten die Inkubation der Priifkdrper Uber bestimmte Zeitrdume bei definierter
Temperatur ohne jegliche Bewegung von aullen [Wang et al. 1994]. Schittelinkubatoren und
magnetische Rulhrfische erzeugen konstante Bewegungen der inkubierten Priifkérper ohne
automatischen Austausch der Suspensionen und werden als semistatisch bezeichnet [Ellen and
Gibbons 1974; Satou et al. 1991; Hahnel 2007]. FlieRkammersysteme zdhlen zu den dynamischen
Inkubationsverfahren; Katsikogianni und Missirlis unterscheiden in Parallel-, Radial- und Rotating-
Disc-FlieBkammern [Katsikogianni and Missirlis 2004]. Hierbei handelt es sich um kompliziertere
Verfahren, die Scherkrafte und fortlaufenden Speichelfluss simulieren kénnen. Diese beiden Faktoren
beeinflussen die Adhasion von Mikroorganismen signifikant und kénnen in den
FlieRkammersystemen beliebig variiert werden. Zahlreiche Studien haben diese Methode angewandt
[van der Mei, H C et al. 1993; Landa et al. 1997; Millsap et al. 1999; Eick et al. 2004; van der Mei, H C
et al. 2004]. Ein weiterer Vorteil der FlieBkammersysteme bietet sich fir lange Inkubationszeiten
durch den stetigen Suspensionsaustausch; dadurch werden bakterielle Stoffwechselprodukte, die zu
veranderten Bedingungen fiihren konnen, regelmalig abtransportiert [Eick et al. 2004]. Da in der
vorliegenden Untersuchung ein semistatischer Schittelinkubator mit 60 U/min verwendet wurde,
war nach 20 Stunden ein Mediumwechsel nétig, um Stoffwechselprodukte zu eliminieren und ein
neues Substratangebot zu schaffen.

5.1.9 Verwendete Auswertungsmethoden

Es sind viele verschiedene Methoden zur Quantifizierung der auf den Prifkérpern adharierten
Mikroorganismen bekannt.
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Einige Methoden beruhen auf dem Sichtbarmachen der Mikroorganismen; dies ermdéglichen vor
allem die direkten, mikroskopischen Methoden. In einem Lichtmikroskop kénnen die einzelnen
Mikroorganismen visuell erfasst und gegebenenfalls ausgezahlt werden [z.B. bei Orstavik et al. 1974;
Junqueira et al. 2005]. Recht haufig wird aulRerdem ein Fluoreszenzmikroskop zur Quantifizierung
von Zellen genutzt [Satou et al. 1988; Satou et al. 1991; O'Brien et al. 2000; Maza et al. 2002; Hahnel
2007; Hahnel et al. 2008b]; das fluoreszenzmikroskopische Verfahren basiert auf der Fahigkeit
metabolisch aktiver Zellen, einen nicht fluoreszierenden Farbstoff in einen fluoreszierenden Farbstoff
umzuwandeln. Das durch den fluoreszierenden Farbstoff entstehende Signal kann dann rein visuell
durch den Farbumschlag, spektrometrisch oder durch die Fluoreszenz des Farbstoffs bestimmt
werden [Hahnel 2007]. Letzteres fuhrt zur hochsten Genauigkeit, da ein enger Zusammenhang
zwischen der gemessenen Fluoreszenzintensitdt und der tatsdchlichen Zellzahl besteht [Goegan et al.
1995; O'Brien et al. 2000]. Des Weiteren kann ein Rasterelektronenmikroskop zur manuellen oder
computerunterstitzten Auszahlung und Visualisierung der adhéarierten Mikroorganismen genutzt
werden [Ewers et al. 1977; Meurman et al. 1983; Friedman et al. 1992; Tanner et al. 2000; Tanner et
al. 2003; Junqueira et al. 2005]. Ein noch informativeres Verfahren stellt die konfokale Laser-Raster-
Mikroskopie dar. Hierbei kénnen lebende von toten Zellen differenziert und deren dreidimensionale
Anordnung innerhalb des Biofilms dargestellt werden [z.B. bei Gonzdlez-Cabezas et al. 1995; Zaura-
Arite et al. 2001; Auschill et al. 2002]. Nachteile sind die hohen finanziellen Aufwendungen und die
sehr zeitaufwandige Bildgebung.

Es gibt andere Vorgehensweisen, bei denen die adharierten Mikroorganismen durch Ultraschall von
den Priifkorpern abgelost werden. AnschlieRend kann die entstehende Suspension zum Beispiel
angefarbt werden [Medlhammer 2003]. Hier korreliert die Farbintensitdat der Suspension mit der
Anzahl der enthaltenen Mikroorganismen, wobei diese Methode laut Medlhammer relativ geringe
Sensibilitat aufweist [Medlhammer 2003]. Eine andere Option ist die durch Ultraschall abgeldsten
Bakterien auf Agarplatten aufzutragen und nach anschlieRender Inkubation die Mikroorganismen zu
qguantifizieren [Svanberg et al. 1990].

Eine einfache Methode zur rein quantitativen Auswertung dentaler Plaque ist die
Gewichtsbestimmung. Dabei wird die anhaftende Plaque von der Probe abgetragen und ihr
Nassgewicht direkt im Anschluss gemessen [Sissons et al. 1995]. Fiir dieses Vorgehen ist allerdings
eine Mindestmenge an Mikroorganismen bzw. Plaque nétig, weshalb sich diese Methode nicht zur
Bestimmung initialer Adhdsion eignet. Aullerdem kann keinerlei Rickschluss auf die
unterschiedlichen Komponenten der Plague gezogen werden.

Ein komplexeres Verfahren ist die Szintillationsmethode [z.B. bei Love 1996; Shahal et al. 1998;
Carlen et al. 2001; Steinberg and Eyal 2002; Ahn et al. 2005]. Hierbei werden die Mikroorganismen
durch Inkubation in speziellen Nahrlosungen radioaktiv markiert und folglich mithilfe eines
Szintillationszahlers ausgewertet. Ein Nachteil ist der groRe technische und finanzielle Aufwand.

In der vorliegenden Arbeit wurden MTT-Assays zur Ermittlung der relativen Zellzahl verwendet. Das
MTT-basierte, kolorimetrische Verfahren dient der indirekten Quantifikation der viablen Biomasse.
Bei dem Farbstoff MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) handelt es sich
um ein gelbliches Tetrazoliumsalz, das von lebenden, stoffwechselaktiven Zellen zu violett-blauem
Formazan reduziert wird. Die Menge an Formazan ist direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen;
das Formazan muss allerdings aus den Zellen isoliert und in Loésung gebracht werden, um die
Absorption messen zu kdnnen. Hierflr ist ein Lysis-Reagens notig, welches ein Auflésen der
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Zellmembranen bewirkt [Mosmann 1983; Berridge and Tan 1993; Berridge et al. 1996]. AnschlieRend
wurde die berechnete Fluoreszenz als MaR fir die Biofilmbildung verwendet, mittels einer
univarianten, zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) statistisch ausgewertet und mittels
gruppierter Fehlerbalken graphisch dargestellt. Aulerdem wurden Mikroorganismen mithilfe des
fluoreszierenden Farbstoffs FUN® 1 Cell-Stain angefarbt, unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar
gemacht und in Bildern festgehalten. Danach wurde die auf den Bildern gemessene griine
Fluoreszenz der Lebendzellen in Flachenprozent als Mal} fir die Biofilmbildung verwendet, mittels
einer univarianten, zweifaktoriellen Varianzanalyse statistisch ausgewertet und mittels gruppierter
Fehlerbalken graphisch dargestellt. Zusatzlich erfolgte eine qualitative Auswertung mittels
Rasterelektronenmikroskop zur Darstellung von Objektoberfliche und Morphologie der
Mikroorganismen.

5.2 DisKkussion der Ergebnisse

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden in vitro-Studie muss die Untersuchungshypothese
zuriickgewiesen werden. Es wurde durch die Modifikation des Prothesenbasismaterials mit Zinkoxid-,
Calciumoxid- und Titandioxid-Nanopartikeln kein Einfluss auf die untersuchten Parameter gefunden.
Des Weiteren hat die Dotierung mit Nanopartikeln an den modifizierten Prothesenbasismaterialien
keine Anderungen beziiglich der Oberflichenrauhigkeit und der freien Oberflichenenergie im
Vergleich zum unmodifizierten Prothesenbasiskunststoff bewirkt.

Oberflachenrauhigkeit

Entscheidende Oberflachenparameter bei der Beurteilung mikrobieller Adhasion auf Festkorpern in
der menschlichen Mundhohle sind die Oberflaichenrauhigkeit und die freie Oberflichenenergie,
wobei der Oberflachenrauhigkeit haufig eine groRere Bedeutung zugewiesen wird [Teughels et al.
2006]; in neueren Studien wird auch die dreidimensionale Topographie der Oberflache betrachtet,
um Zusammenhange zwischen mikrobieller Adhdsion und Topographie festzustellen [lonescu et al.
2012; Hahnel et al. 2014]. Die Oberflachenrauhigkeit spielt eine wichtige Rolle beziiglich der
Adhasion von Mikroorganismen und der Biofilmbildung auf zahnarztlichen Materialien —i. A. wird an
rauen Oberflachen regelmaRig mehr Plaquebildung beobachtet [Quirynen and Bollen 1995; Kawai et
al. 2000; Eick et al. 2004]. Das liegt zum einen an der zwei- bis dreifach vergréRerten Oberflache beim
Vorliegen von Unebenheiten oder Rauhigkeiten, zum anderen am Schutz, den diese Vertiefungen
den Mikroorganismen gegeniiber dulleren Einflissen bieten [Quirynen and Bollen 1995]. Um die
Einflisse der Oberflichenrauhigkeit (R,) auf die Biofilmbildung mdglichst gering zu halten, wurde
nach einem Schwellenwert gesucht, unterhalb dessen kein signifikanter Einfluss der
Oberflachenrauhigkeit mehr erkennbar war [Quirynen and Bollen 1995; Bollen et al. 1996; Rimondini
et al. 1997]. Generell muss allerdings beachtet werden, dass die Untersuchungen teilweise im Sulkus
erfolgt sind, wo keine Scherkrafte vorliegen. Die Ergebnisse von Bollen et al. zeigten, dass eine
Verringerung der Oberflaichenrauhigkeit unter R, = 0,2 um weder supra- noch subgingival
Auswirkungen auf die quantitative und qualitative mikrobiologische Adhadsion und Kolonisierung hat;
0,2 um wurde in diesen Studien als R,-Schwellenwert festgelegt [Bollen et al. 1996; Bollen et al.
1997]. Bollen et al. haben hierzu 1996 zwei verschiedene Abutmentmateralien in einer
Langzeituntersuchung getestet — Titan-Abuments (R, = 0,2 um) und hochpolierte Keramik-Abutments
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(Rs = 0,06 um). Nach zwolf Monaten zeigte sich zwischen beiden Materialien kein signifikanter
Unterschied bezlglich der mikrobiellen Adhédsion und mikrobiellen Zusammensetzung, weshalb
Bollen et al. zu dem Schluss gekommen sind, dass die Oberflachenrauhigkeit < 0,2 um sein sollte und
eine Reduzierung der Rauhigkeit unter 0,2 um keine weiteren positiven Auswirkungen auf die
mikrobielle Adhasion hat [Bollen et al. 1996]. Dieses Ergebnis wurde in einer weiteren Studie von
Bollen et al. 1997 bestatigt; darin wurden viele verschiedene Untersuchungen bzgl. der
Oberflachenrauhgikeiten von Zahnen, Abutments, Fillungswerkstoffen uvm. ausgewertet und
verglichen [Bollen et al. 1997]. Dieser Schwellenwert von R, £ 0,2 um wurde in unzahligen, folgenden
Untersuchungen als Richtwert verwendet [Biirgers et al. 2009; lonescu et al. 2012; Hahnel et al.
2014]. In den Untersuchungen von Rimondini et al. zeigte sich bei Titanoberflachen eine ideale
Oberflachenrauhigkeit von R, < 0,088 um, um die Akkumulation und Reifung von Plaque zu hemmen
[Rimondini et al. 1997].

In der vorliegenden Untersuchung wurden die Oberflachen der Priifkérper so vorbehandelt, dass die
Oberflachenrauhigkeit (R.) bei allen Materialien kleiner als 0,1 um war, um signifikante Einfllisse der
Oberflachenrauhigkeit auf die Biofilmbildung von vornherein auszuschlieBen. Dazu war eine
sorgfaltige, einheitliche Herstellung und Bearbeitung aller Prifkorper notig. Die drei
Referenzmaterialien Palapress® vario, Wirobond® LFC und Sinfony™ zeigten eine gute Polierbarkeit
und somit Werte, die deutlich kleiner waren als 0,1 um. Unabhangig von der Hohe der prozentualen
Nanopartikel-Zusdtze wurden bei den Priifkrpern aus Palapress® vario mit Zinkoxid, Calciumoxid
und Titandioxid ebenfalls Rauhigkeitswerte unter 0,1 um gemessen. Es zeigten sich somit keine Gber
dem Schwellenwert liegenden Rauhigkeitswerte und aulRerdem keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen modifizierten Prothesenbasiskunststoffen und der unmodifizierten
Kontrollgruppe. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Zugabe der Metalloxid-
Nanopartikel keinen Einfluss auf die Oberflachenrauhigkeit des Prothesenbasismaterials hat und dass
die Oberflachenrauhigkeit in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf die Mono- und
Multispeziesbiofilmbildung hat.

Ein weiterer Aspekt der Oberflichenbeschaffenheit von Festkdrpern ist die dreidimensionale
Oberflachentopographie (3D-Topographie). Zur Bestimmung der Oberflaichentopographie kann ein
Atomkraftmikroskop (AFM) verwendet werden, um eine hochauflésende, visuelle Analyse der
Oberflache zu erhalten. lonescu et al. und Hahnel et al. haben in lhren Untersuchungen die
Oberflachentopographie von harzbasierten Kompositen untersucht und folgenden Zusammenhang
festgestellt: je mehr Fillstoffanteile in den Prifkorpern vorhanden waren, desto mehr
Flllstoffaggregate zeigten sich an der Priifkdrperoberflaiche und dies fiihrte zu einer mdglichen
Reduzierung der Biofilmbildung [lonescu et al. 2012; Hahnel et al. 2014]. Ein Nachteil zeigt sich in der
Interpretation der AFM-Mikrobilder groRBer Oberflachen, da nur sehr kleine Felder analysiert werden
kénnen (1 um x 1 um [lonescu et al. 2012], 2 um x 2 um [Hahnel et al. 2014]). In der vorliegenden
Untersuchung wurde die Oberflachentopographie nicht untersucht.

Freie Oberflichenenergie

Der Einfluss der freien Oberflachenenergie verschiedener zahnarztlicher Materialien auf die
Anlagerung von Mikroorganismen wurde schon vielfach untersucht und beschrieben — mit teilweise
kontrdren Ergebnissen. Van Dijk et al. sind in lhren Untersuchungen zu dem Schluss gekommen, dass
im Allgemeinen mehr Mikroorganismen auf Materialien mit hoher freier Oberflachenenergie
adharieren als auf Materialien mit niedriger freier Oberflachenenergie [van Dijk et al. 1987]. Absolom
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et al. hingegen sprechen von einem komplexen Zusammenspiel von Material, Bakterium und
Medium [Absolom et al. 1983]. Sie haben die einzelnen Zusammenhange zwischen Material —
Bakterium, Material — Medium und Bakterium — Medium untersucht und festgestellt, dass Bakterien
mit hoher freier Oberflaichenenergie besser an hochenergetischen Festkérpern haften sowie
Bakterien mit niedriger freier Oberflachenenergie besser an niederenergetischen Festkorpern
adharieren [Absolom et al. 1983]. Dieses Statement wurde in den Untersuchungen von Quirynen et
al. teilweise bestatigt und darin erlautert, dass die Mikroorganismen der menschlichen Zahnplaque
Uberwiegend hohe freie Oberflichenenergien besitzen, weshalb sie besser an Materialien
adharieren, die ebenfalls eine hohe freie Oberflachenenergie aufweisen [Quirynen et al. 1994;
Quirynen and Bollen 1995]. Auch Teughels et al. und lonescu et al. haben in aktuelleren Studien
herausgefunden, dass sich auf Oberflaichen mit niedriger freier Oberflachenenergie weniger Biofilm
bildet als auf Oberflachen mit hoher freier Oberflachenenergie [Teughels et al. 2006; lonescu et al.
2012]. Des Weiteren zeigte sich ein direkter Zusammenhang zwischen der freien Oberflaichenenergie
und der Intensitat der bakteriellen Anlagerung, weniger zwischen der freien Oberflaichenenergie und
der Anzahl adhérierter Bakterien [van Pelt et al. 1985; Quirynen et al. 1994].

In wissenschaftlichen Untersuchungen muss bei der Beurteilung der freien Oberflachenenergie
generell beachtet werden, dass die Verhiltnisse bei in vivo-/ und in vitro-Untersuchungen komplett
unterschiedlich sind. AulRerdem ist es entscheidend, ob in den Untersuchungen eine Pellikelbildung
induziert wird. Es liegen zahlreiche Untersuchungen vor, die sich mit dem Einfluss des erworbenen
Pellikels auf die freie Oberflachenenergie befassen: Einige Studien haben gezeigt, dass das orale
Milieu die freie Oberflaichenenergie von Festkorpern verdndert; durch die Adsorption von
Speichelproteinen wurden Unterschiede zwischen den freien Oberflachenenergien verschiedener
Materialien verringert [Pratt-Terpstra et al. 1987; van Dijk et al. 1987; Quirynen et al. 1989; Hannig
and Hannig 2009]. Bereits 1984 sind De Jong et al. in lhren Untersuchungen zu diesem Ergebnis
gekommen [Jong et al. 1984]. Baier hat in seinen frilhen Untersuchungen beschrieben, dass
zahndrztliche Materialien bei Speichelkontakt mit adsorbierenden Proteinen bedeckt werden und
dadurch unterschiedliche Oberflaicheneigenschaften aufweisen [Baier 1975], allerdings zeigten die
Untersuchungen von Jendresen und Glantz, dass diese Effekte meistens vernachlassigbar sind
[Jendresen and Glantz 1981]. Eine andere Studie betrachtete den Zusammenhang zwischen der
Zusammensetzung des frilhen erworbenen Pellikels und der Beschaffenheit des untersuchten
Festkorpers; es zeigte sich, dass die Zusammensetzung von der Beschaffenheit abhangig ist und dass
die Pellikelzusammensetzung deshalb bei unterschiedlichen Restaurationsmaterialien variieren kann
[S6nju and Glantz 1975]. Sipahi et al. betonen, dass von der experimentell bestimmten freien
Oberflachenenergie keine Riickschlliisse auf die molekularen Interaktionen zwischen Pellikel und
Substrat gezogen werden koénnen [Sipahi et al. 2001]. AuRerdem wurde von Sipahi et al.
nachgewiesen, dass die verwendeten Substrate, die zu Beginn saure und basische Eigenschaften
aufgewiesen haben, nach der Beschichtung mit Speichel liberwiegend basische Eigenschaften zeigten
und es wurde bestétigt, dass durch Pellikelbildung keine identischen Oberflacheneigenschaften
geschaffen werden, dass sich jedoch durch organische Beschichtung ein gewisser
Homogenisierungseffekt einstellt [Sipahi et al. 2001]. Und nicht nur durch Beschichtung mit einem
erworbenen Pellikel, sondern auch durch Beschichtung mit bovinem Serumalbumin (BSA) wurde in
einer Untersuchung die freie Oberflichenenergie von Glas von 109 mJ/m? auf 82 mJ/m? reduziert,
wihrend die freie Oberflachenenergie von Celluloseacetat von 58 mJ/m? auf 80 mJ/m? erhéht wurde
— folglich waren die freien Oberflaichenenergien beider Materialien nach BSA-Beschichtung sehr
dhnlich [Pratt-Terpstra et al. 1987]. Des Weiteren haben Pratt-Terpstra et al. in ihren
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Untersuchungen gezeigt, dass die Beschichtung mit einem erworbenen Pellikel maRgeblichen
Einfluss auf die bakterielle Adhasion hat. Nach der Bildung eines Proteinfilms auf den getesteten
Materialien (Teflon, Glas, Celluloseacetat und Zahnschmelz) zeigte sich ein starker Abfall der
bakteriellen Adhéasion auf allen vier Materialien (siehe Abb. 44); diese reduzierte Adhasion wurde
sowohl bei einem frilhen Finf-Minuten-Pellikel als auch bei einem gereiften Zwei-Stunden-Pellikel
beobachtet [Pratt-Terpstra et al. 1989]. Die Beschichtung mit bovinem Serumalbumin hat ebenfalls
zur Reduktion bakterieller Adhasion gefiihrt [Gibbons and Etherden 1985; Pratt-Terpstra et al. 1987,
1989]. Allerdings wurde von Pratt-Terpstra et al. und anderen Autoren berichtet, dass der Einfluss
der eigentlichen Oberflacheneigenschaften, trotz Beschichtung mit Pellikel oder Rinderserum, nicht
vollstandig beseitigt wird (,shine-through-effect”) [Abbott et al. 1983; Pratt-Terpstra et al. 1987,
1989; Miiller et al. 2007].

In der vorliegenden Untersuchung zeigten sich durch die Dotierung der Palapress® vario-Priifkdrper
mit Metalloxid-Nanopartikeln keine signifikanten Anderungen der freien Oberflichenenergie im
Vergleich zu den unmodifizierten Palapress® vario-Priifkorpern. Die Mengen der verwendeten
Metalloxid-Nanopartikel waren vermutlich zu gering, um zu Unterschieden zu fiihren; desweiteren
hat die Beschichtung mit Pellikel moéglicherweise auch in den vorliegenden Untersuchungen zur
Angleichung der freien Oberflachenenergien gefiihrt. Das lasst den Schluss zu, dass eventuelle
signifikante Unterschiede in der Biofilmbildung nicht mit der freien Oberflachenenergie der
verschiedenen Festkdrper zusammenhangen.

percentage adhesion [ S.mitis BMS
100 — 0 @ S. sanguis 12

- S.mutans NS

1234 1234 1234 1234
glass enamel cell.ac. tefion

Abb. 46: Darstellung der prozentuale Adhdsion von S. mitis, S. sanguis und S. mutans an Glas,
Zahnschmelz, Zelluloseacetat und Teflon (Summe aller adhdrenten Bakterien auf sauberen Glas-
Prifkérpern entspricht 100%-Wert): (1) unbeschichtetes Substrat; (2) nach zweistiindiger
Speichelexposition; (3) nach finfmintiger Speichelexposition; (4) nach fliinfminditiger BSA-Exposition
(BSA = bovines Serumalbumin) [Pratt-Terpstra et al. 1989].

Biofilmbildung

In der vorliegenden Arbeit wurden die mikrobiellen Adhasionsversuche als in vitro-Untersuchungen
durchgefihrt. Um die Biofilmbildung dennoch moglichst realitatsnah zu simulieren, wurde sowohl

die Bildung eines erworbenen Pellikels als auch die Anlagerung von Mirkoorganismen unter sterilen
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Bedingungen nachgeahmt, um aduBere, unerwiinschte Einfllisse mdglichst ausschliefen zu kdonnen.
Trotz exakter Durchfiihrung der Laborarbeiten ist man sich bewusst, dass eine in vitro-induzierte
Biofilmbildung immer gewisse Unterschiede zur in vivo-induzierten Biofilmbildung aufweisen wird, da
die individuellen Schwankungen des oralen Mundmilieus, Muskelbewegungen sowie Speichelmenge
und -zusammensetzung nicht exakt simuliert werden kénnen. Aus diesem Grund sollten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit klinischen Studien bestatigt werden.

In den einzelnen Versuchen zeigten sich starke Schwankungen bei den Werten der
Referenzmaterialien; dies ist trotz exakter Laborarbeit durch Pipettier- und Messfehler moglich.
Aullerdem kann ein teilweises Ablosen adharenter Zellen beim Spilen der Prifkorper mit
Pufferlosung nicht ausgeschlossen werden. Der Spllvorgang wurde so vorsichtig wie moglich
durchgefiihrt, aber dennoch kann man nicht verhindern, dass sich einzelne viable Zellen vom
entstandenen Biofilm ablésen und mit der Spiillésung vorzeitig abgesaugt werden.

Mithilfe der MTT-Assays wurde die relative Zellzahl — anhand der optischen Dichte — als Mal} fir die
Biofilmbildung bestimmt. Bei den Untersuchungen des Monospeziesbiofilms aus Candida albicans
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den modifizierten Prothesenkunststoff-
Prifkérpern und den unmodifizierten Referenz-Priifkdrpern festgestellt. Bei den Untersuchungen des
Multispeziesbiofilms aus Candida albicans, Actinomyces naeslundii und Streptococcus gordonii
wurden teilweise signifikante Unterschiede zwischen den mit Zinkoxid modifizierten Palapress®
vario-Prifkérpern und den unmodifizierten Palapress® vario-Prifkorpern festgestellt. Aufgrund der
moglichen oben genannten Messungenauigkeiten lassen diese wenigen signifikanten Unterschiede,
allerdings keinen allgemein giiltigen Schluss zu. Fir die beiden Referenzmaterialien Wirobond® LFC
und Sinfony™ wurden bei beiden Biofilmmodellen haufig héhere Werte gemessen als fiir die
modifizierten und unmodifizierten Palapress® vario-Priifkorper, was zu signifikanten Unterschieden
gefiihrt hat; diese Ergebnisse sind fiir die Uberpriifung der Untersuchungs-Hypothese nicht relevant.

Neben den verschiedenen Priifkdrper-Materialien haben die unterschiedlichen Inkubationszeiten von
20 und 44 Stunden teilweise zu signifikanten Unterschieden bzgl. der Biofilmbildung gefiihrt. Sowohl
bei den Untersuchungen des Mono- als auch des Multispeziesbiofilms wurden signifikante
Unterschiede in der Biofilmbildung festgestellt. Aber auch hier konnte vermutlich aufgrund von
Messungenauigkeiten kein einheitliches Ergebnis erlangt werden. Die Ergebnisse der MTT-Assays
weisen die Hypothese, dass durch Modifikation des Prothesenbasismaterials mit Metalloxid-
Nanopartikeln die Biofilmbildung verandert werden kann, zurtick.

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden anhand der von Mikroorganismen besiedelten
Flachen ausgewertet; so konnte ein Rickschluss auf die adharenten, lebensfahigen Zellen gezogen
werden und eine Messung der Flachenprozent diente als MaR fiir die Biofilmbildung. Die
fluoreszenzmikroskopische Analyse kann dabei nur bedingt als quantitative Messmethode angesehen
werden, da die drei Stellen, die pro Prifkérper mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen
wurden, rein zufallig ausgewahlt waren und nicht dem gesamten adharenten Zellrasen entsprechen,
der sich auf der Gesamtflache des Prifkorpers angelagert hat. Dies spiegelt sich in den Ergebnisse
wider, da, wie bei der MTT-Auswertung, die Werte der Referenzmaterialien in den verschiedenen
Versuchen sehr stark variieren.

Bei den Auswertungen des Monospeziesbiofilms wurden teilweise signifikante Unterschiede
zwischen modifizierten Palapress® vario-Prifkorpern und den reinen Palapress® vario-Prifkorpern
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festgestellt. An den beiden Referenzmaterialien Wirobond® LFC und Sinfony™ wurde eine sehr hohe
mikrobielle Adhdsion gemessen, was zu signifikanten, aber fir die Untersuchungshypothese
unrelevanten Unterschieden gefiihrt hat. Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen des
Multispeziesbiofilms wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Palapress® vario-
Prifkérpern mit Metalloxid-Nanopartikel-Zusdtzen und den reinen Palapress® vario-Prifkérpern
gefunden. Auf den Referenzmaterial-Priifkdrpern, vor allem auf den Wirobond® LFC-Prifkérpern,
wurde signifikant mehr Biofilmbildung detektiert als auf den restlichen Prifkorpern.

In der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden aufgrund der Inkubationszeiten von 20 und
44 Stunden ebenfalls signifikante Unterschiede bzgl. der Biofilmbildung festgestellt. Bei den
Untersuchungen des Monospeziesbiofilms wurden teilweise signifikante Unterschiede festgestellt;
allerdings kann aufgrund der variierenden Ergebnisse kein eindeutiges Fazit daraus gezogen werden.
Bei den Untersuchungen des Multispeziesbiofilms wurde in einem Versuch nach 44 Stunden mehr
mikrobielle Adhasion festgestellt, dies hat zu signifikanten, aber wegen der UnregelmaRigkeit der
Ergebnisse vernachldssigbaren Unterschieden gefiihrt. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse
bestatigt somit die MTT-Analyse und die Zurlickweisung der Untersuchungs-Hypothese.

Anhand der rasterelektronenmikroskopischen Bilder konnten bei beiden Biofilmmodellen keine
qualitativen Unterschiede bezlglich der Biofilmbildung auf modifizierten Palapress® vario-
Prifkérpern und den unmodifizierten Palapress® vario-Prifkdrpern beobachtet werden. Auf den
Prifkérpern mit Monospeziesbiofilm zeigte sich Candida albicans in seinen typischen Formen —
sowohl kleine, oval-rundliche Sporen, die sich bei konstantem Wachstum haufig zu einem dichten
Zellrasen zusammenlagern, als auch langliche, diinne Hyphen, die vermehrt nach langerer
Inkubationszeit auftreten [Molero et al. 1998; Grofd 2009]. Der Multispeziesbiofilm hebt sich deutlich
vom Monospeziesbiofilm ab, da zusatzlich zu den Sporen- und Hyphenformen des C. albicans die
kleinen kugelrunden Zellen des Streptococcus gordonii sichtbar sind, die sich haufig in Kettenform
zusammenlagern; Actinomyces naeslundii tritt in Stabchenform auf. Teilweise verdeutlichen die
rasterelektronenmikroskopischen Bilder sehr gut das Auftreten der Mikroorganismen in Abhangigkeit
von der Inkubationszeit (siehe Abb. 43) — nach 20 Stunden Inkubationszeit Uberwiegen die
Bakterienzellen, wihrend nach 44 Stunden die Pilzzellen den Zellrasen dominieren. Uber die
Quantitat des Biofilmes kann anhand der rasterelektronenmikroskopischen Bilder keine Aussage
getroffen werden, da lediglich kleine Ausschnitte der Priifkdrper aufgenommen wurden. Des
Weiteren kann keine Aussage (iber die Dicke des jeweiligen Biofilmes getroffen werden, da hierzu die
Untersuchung mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) notwendig ist, die in der
vorliegenden Arbeit nicht angewandt wurde.

Insgesamt zeigte das Beimengen von Zinkoxid-, Calciumoxid- und Titandioxid-Nanopartikeln zu einem
konventionellen Prothesenbasiskunststoff in den vorliegenden Untersuchungen fir beide
Biofilmmodelle keinen signifikanten Einfluss auf die relative, viable Zellzahl. In anderen Studien
wurden allerdings antimikrobielle Effekte von Metalloxid-Nanopartikeln nachgewiesen. Arai et al.
haben beispielsweise gezeigt, dass das Beschichten von Kunststoffprothesen mit Titandioxid die
Adhdsion von Candida albicans hemmt [Arai et al. 2009]. Sawai et al. haben nachgewiesen, dass
MgO-, CaO- und ZnO-Nanopartikel antifungale Effekte besitzen [Sawai and Yoshikawa 2004] und
Azam et al. zeigten vor allem die bakterizide Wirkung von ZnO-Nanopartikeln [Azam et al. 2012]. Es
stellt sich also die Frage, warum in der vorliegenden Arbeit keine antimikrobiellen Effekte festgestellt
werden konnten.
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Ein moglicher Grund dafiir kdnnte in der geringen Konzentration der verwendeten Nanopartikel
liegen, denn die Intensitdt der antimikrobiellen Aktivitdt der Metalloxid-Nanopartikel ist abhangig
von der Partikelkonzentration [Sawai 2003; Raghupathi et al. 2011]. Emami-Karvani et al. haben
berichtet, dass eine gesteigerte Partikelkonzentration die antibakterielle Wirkung erhéht [Emami-
Karvani and Chehrazi 2011]. Um eine Beeintrachtigung der mechanischen Eigenschaften des
Prothesenbasiskunststoffes zu vermeiden, wurden in der vorliegenden Arbeit als hochste
Konzentration 0,8 Gewichts-Prozent der einzelnen Nanopartikel verwendet. Mdglicherweise waren
die verwendeten Konzentrationen zu niedrig, um einen relevanten Effekt auf die Biofilmbildung
auszuiben. In einer kirzlich veroffentlichten Studie wurden verschiedene Konzentrationen von ZnO-
Nanopartikeln zu einem Polymethylmethacrylat gemischt. Mit steigender ZnO-Konzentration (2,5
m% bis 7,5 m%) zeigte sich ein stetig wachsender antifungaler Effekt gegen die Biofilmbildung von
Candida albicans [Cierech et al. 2016]. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurde in den
Untersuchungen von Cierech et al. auf die Simulation eines erworbenen Pellikels verzichtet — das lasst
die Vermutung zu, dass die in der vorliegenden Untersuchung induzierte Pellikelschicht
moglicherweise den antimikrobiellen Effekt von Metalloxid-Nanopartikeln hemmt. Da ein auf
Festkorpern gebildetes Pellikel erwiesenermalRen Auswirkungen auf die freie Oberflachenenergie der
Festkorper sowie auf Adhéasion und Proliferation von Mikroorganismen hat [Pratt-Terpstra et al.
1987; Quirynen et al. 1989; Teughels et al. 2006], ist es vorstellbar, dass auch die Effekte der
Metalloxid-Nanopartikel durch ein anhaftendes Pellikel verandert werden kdénnen. Dieser mogliche
Zusammenhang zwischen Pellikel und antimikrobieller Wirkung von Metalloxid-Nanopartikeln muss
in weiteren Studien genauer betrachtet werden.

Auch Lipovsky et al. haben sich mit der Wirkung von Zinkoxid-Nanopartikeln auf die Lebensfahigkeit
von Candida albicans beschéaftigt und beobachtet, dass der antifungale Effekt stark von der
Konzentration der ZnO-Nanopartikel abhangig ist. Bei einer ZnO-Konzentration von 0,1 ml/mg wurde
eine Wachstumshemmung der C. albicans-Zellen von liber 95% gemessen. Abb. 45 verdeutlicht die
Abhangigkeit der antifungalen Wirksamkeit von der Nanopartikelkonzentration. Dieser starke Effekt
lasst sich vermutlich darauf zurlickfihren, dass die ZnO-Nanopartikel direkt zur Pilzsuspension
gemischt wurden und die verwendeten ZnO-Konzentrationen deutlich héher waren als in der
vorliegenden Arbeit. AuBerdem wurde in dieser Untersuchung festgestellt, dass die Anregung der
Zn0O-Nanopartikel durch sichtbares Licht den Hefezelltod deutlich erhéht [Lipovsky et al. 2011].
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Abb. 47: Bestimmung der minimalen fungiziden Konzentration fiir Nanopartikel [Lipovsky et al.
2011].

Ein weiterer moglicher Grund ist die GroRe der verwendeten Nanopartikel. Studien haben gezeigt,
dass die antimikrobielle Aktivitat der Nanopartikel von ihrer PartikelgroBe abhangig ist; so steigt die
bakterizide Wirkung mit sinkender GrofRe der Nanopartikel [Padmavathy and Vijayaraghavan 2008;
Emami-Karvani and Chehrazi 2011; Dizaj et al. 2014]. Mdglicherweise waren die in der vorliegenden
Untersuchung verwendeten Partikel zu groR, um einen antimikrobiellen Effekt aufzuweisen. Gegen
diese Uberlegung spricht aber die Untersuchung von Raghupathi et al., die den Schwellenwert fiir
ZnO-Nanopartikel auf 100 nm festgelegt hat, da bei groReren ZnO-Nanopartikeln kein
bakteriostatischer Effekt gegenliber dem methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Bakterium
festgestellt wurde [Raghupathi et al. 2011]. Die hier verwendeten ZnO- und TiO,-Nanopartikel waren
kleiner als 100 nm; deshalb ist es zweifelhaft, ob diese Uberlegungen als stichhaltige Erklarung fiir die
hier beobachteten Ergebnisse dienen kénnen.

Neben Konzentration und GroRe der Metalloxidnanopartikel spielt eventuell auch die Morphologie
der Nanopartikel eine wichtige Rolle. In einer Untersuchung wurden zwei verschiedene Formen von
nanopartikuldrem Zinkoxid verglichen (stabchenférmiges und plattchenférmiges); es zeigte sich, dass
die stabchenformigen ZnO-Nanopartikel eine hoéhere Hemmung der getesteten Bakterien
(Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus) aufgewiesen haben als die plattchenférmigen [Mohd
Bakhori et al. 2017]. Um diese Vermutung zu bestatigen missen noch weitere Studien durchgefiihrt
werden. Das Forschungsteam um Buzea hat in ihrer Untersuchung die Oberflache der Nanopartikel
genauer untersucht und Folgendes festgestellt: je groRer die Oberflache der Nanopartikel ist, desto
starker ist die bakterizide Wirkung [Buzea et al. 2007]. Auch diesbezliglich miissen noch genauere
Untersuchungen folgen.

Weitere mogliche Grinde fiir die Hemmung der antimikrobiellen Aktivitdt der beigemengten
Nanopartikel sind eventuelle Klumpen- oder Entmischungseffekte, da nicht ausgeschlossen werden
kann, dass sich die Nanopartikel im Prothesenbasiskunststoff zusammengelagert oder vom
Kunststoff entmischt haben, anstatt sich gleichmaRig darin zu verteilen. Aullerdem ist es, durch die
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ergianzende Zugabe der Nanopartikel bei der Kunststoffherstellung, moglich, dass Prifkorper
entstanden sind, bei denen die Nanopartikel in der Kunststoffmatrix eingebettet und dadurch nicht
direkt an der Priifkorperoberflache verfligbar sind; dies kdnnte eine Erklarung fiir den geringen
antimikrobiellen Effekt in der vorliegenden Arbeit sein. Memarzadeh et al. haben die Verwendung
von nanopartikularem Zinkoxid als Beschichtungsmaterial fiir zahnarztliche Implantate untersucht.
Hierbei wurde das nanopartikulare Zinkoxid mittels elektrohydrodynamischer Zerstaubung auf die zu
untersuchenden Substrate aufgebracht und es konnten antimikrobielle sowie biokompatible Effekte
nachgewiesen werden [Memarzadeh et al. 2015]. Eine andere in vivo-Untersuchung befasst sich mit
der Bakterienanlagerung auf Brackets, die vorher mit Kupferoxid-Nanopartikeln, Zinkoxid-
Nanopartikeln oder einem Gemisch der beiden beschichtet wurden. Es zeigten sich bei allen drei
Arten starke antimikrobielle Effekte, obwohl die Nanopartikel nur duRerlich auf die Brackets
aufgetragen wurden [Ramazanzadeh et al. 2015]; moglicherweise ist das Beschichten der Grund
dafiir, dass die antimikrobiellen Effekte der aulRen anliegenden Nanopartikel starker sind als die
Effekte der eingearbeiteten Nanopartikel in der vorliegenden Arbeit.
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6 Zusammenfassung

Viele Menschen in Deutschland sind Trager eines herausnehmbaren Zahnersatzes. Nach Einbringen
der zahnarztlichen Prothesen in die Mundhohle bildet sich darauf innerhalb kiirzester Zeit eine
dinne Schicht aus Speichelproteinen — das erworbene Pellikel. Dieses Pellikel dient den oralen
Mikroorganismen als erste Adhdsionsgrundlage. In den folgenden Stunden bildet sich ein ,gereiftes
Pellikel’, das bei unzureichender Reinigung der Zidhne in eine Plaque Ubergeht. Initiale
Adhasionsvorgange lassen die Plaque reifen und fiihren (iber sekundare Adhasionsvorgange zu einem
strukturierten, zdhen, verfilzten Biofilm aus Speichelbestandteilen, bakteriellen
Stoffwechselprodukten, Nahrungsresten und Bakterienzellen [Klimek and Hellwig 1999]. Der stetig
wachsende Biofilm kann bei unzureichender Mundhygienefahigkeit und eingeschrankten manuellen
Fahigkeiten innerhalb kurzer Zeit zu einem hohen Keimreservoir werden. Daraus resultieren haufig
Erkrankungen, wie z.B. Prothesenstomathopathien, Cheilitis angularis, Candidiasis oder Candida-
Pneumonien. Um die Adhasion von Mikroorganismen auf zahnarztlichen Werkstoffen moglichst
gering zu halten, befassen sich viele Untersuchungen mit den Moglichkeiten der Modifikation und
Bearbeitung zahnérztlicher Prothesenwerkstoffe. Dabei wurden in einigen Untersuchungen
antifungale und bakteriostatische Effekte von Metalloxid-Nanopartikeln festgestellt.

Die vorliegende in vitro-Untersuchung diente dazu, den Effekt des Beimengens von Zinkoxid-,
Calciumoxid- und Titandioxid-Nanopartikeln zu harzbasiertem Prothesenbasiskunststoff auf die
Biofilmbildung zu Gberprifen. Standardisierte Prifkorper aus einem handelsiiblichen, kalt-hartenden
Prothesenbasiskunststoff wurden mit 0,1, 0,2, 0,4 und 0,8 Gewichtsprozent von handelsiiblichen
Nanopulvern aus ZnO, CaO und TiO, versetzt. Die Oberflachenrauhigkeit wurde mittels Perthometer,
die freie Oberflachenenergie mittels Kontaktwinkelmessung bestimmt; die Biofilmbildung wurde zum
einen durch einen Monospeziesbiofilm aus Candida albicans, zum anderen durch einen
Multispeziesbiofilm aus Candida albicans, Actinomyces naeslundii und Streptococcus gordonii
simuliert. Eine vorherige Inkubation mit Speichel induzierte die Bildung eines erworbenen Pellikels
auf den Prifkorpern. Die relative viable Zellzahl wurde nach 20 Stunden und 44 Stunden
Inkubationszeit bestimmt. Fluoreszenzmikroskopische und rasterelektronenmikroskopische Bilder
dienten zusatzlich der quantitativen und qualitativen Auswertung. Zwischen den verschiedenen
Materialien wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der Oberflachenrauhigkeit,
der freien Oberflaichenenergie und der relativen viablen Zellzahl festgestellt. Die Ergebnisse zeigen,
dass das Beimengen von handelsiiblichen Nanopulvern aus ZnO, CaO wund TiO, zu
Prothesenbasiskunststoff-Materialien die Biofilmbildung auf den Materialoberflichen nicht hemmt.
Weitere Studien sollten den Einfluss variierender NanopartikelgroBen und eine Erhéhung der
Nanopartikel-Zugabe thematisieren.
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7 Resumee

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Metalloxid-Nanopartikeln (hier verwendet
wurden Zinkoxid, Calciumoxid und Titandioxid) auf die Biofilmbildung auf zahnarztlichen
Prothesenwerkstoffen zu untersuchen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziglich der
Biofilmbildung, die auf die nanopartikularen Zusatze zuriickzufiihren sind. Aus diesem Grund sind
weitere Studien zur moglichen Beeinflussung und Reduktion der Biofilmbildung auf zahnarztlichen
Materialien durch Metalloxid-Nanopartikel notig. Die NanopartikelgroBe sollte versuchsweise
verringert und die Konzentration der Nanopartikel erhoht werden. AuRerdem sind andere Methoden
bzgl. der Vermengung oder Inkorporation der Nanopartikel mit den Materialien notig sowie die
Untersuchung weiterer Nanopartikelarten wie z.B. Magnesiumoxid, Silberoxid oder Siliziumdioxid.

Neben dem Zusatz von Metalloxid-Nanopartikeln werden auch andere Zusatzstoffe getestet, die zur
aktiven Wirkstofffreisetzung und dadurch geringerer Biofilmbildung flihren kénnen. Beispielweise
werden stark sdurelosliche, fluoridhaltige Glaspulver zugesetzt, die sich im Laufe der Zeit unter
Fluoridabgabe zersetzen und die mikrobielle Adhasion verringern sollen. Auch vorreagierte
Glasionomer-Fillpartikel werden beigemengt, um einen positiven Effekt zwischen Fluoridfreisetzung
und Biofilmbildung zu erlangen. Die Zugabe von bakteriziden Stoffen wie Chlorhexidin oder Triclosan
kann ebenfalls als mégliche Option in Betracht gezogen werden.

Weiterhin sind die Oberflacheneigenschaften der Restaurationsmaterialien zu beachten. Bisher ist
bekannt, dass eine geringe Rauhigkeit und eine niedrige freie Oberflaichenenergie dazu beitragen,
dass moglichst wenige Mikroorganismen adharieren. Es wird allerdings immer deutlicher, dass noch
andere Oberflacheneigenschaften Einwirkungen auf die Adhasion von Mikroorganismen haben. Dazu
konnten die spezifischen chemischen Eigenschaften wie Zusammensetzung und Struktur sowie
Oberflachenladung eines Materials zdhlen; dies wurde bisher wenig untersucht. Deshalb ware es
sinnvoll, bei kinftigen Studien die untersuchten Materialien hinsichtlich  weiterer
Oberflacheneigenschaften zu charakterisieren und zu optimieren, um die Biofilmbildung initial
einzuschranken. Es gibt Ansdtze, die Struktur von Polymethylmethacrylaten grundsatzlich zu
verbessern, indem sie mit Glasfasern (unidirektional oder gewebt) verstarkt werden, um die
mechanischen und chemischen Eigenschaften zu verbessern.

Uberdies sollte dem menschlichen Speichel groBe Aufmerksamkeit gewidmet werden, da die
Anwesenheit von Speichel stets zu einer verringerten mikrobiellen Adhéasion fiihrt. Demnach ist es
wichtig, die Speichelzusammensetzung und —menge bei Prothesentragern gegebenenfalls durch
Suspensionen, Kautabletten oder andere Mittel so zu optimieren, dass die Biofilmbildung minimiert
wird.

Insofern steht zu hoffen, dass die vielen Moglichkeiten der Beeinflussung der Biofilmbildung
weiterfliihrend untersucht werden.
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