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1. Zusammenfassung

Alle in der Mundhoéhle befindlichen nattrlichen und kunstlichen Oberfla-
chen werden innerhalb kurzester Zeit von der Pellikel, einer Biopolymer-
schicht aus adsorbierten Speichelproteinen, Uiberzogen. Die Pellikel ist die
Basis der bakteriellen Besiedelung sowohl der Zahnhartsubstanz als auch
zahnérztlicher Werkstoffe. Da der bakterielle Biofilm, die Plaque, Ausgangs-
punkt von Karies und der meisten anderen oralen Infektionskrankheiten ist,
ware es ein bedeutender Fortschritt in der Pravention oraler Erkrankungen,
eine Oberflache zu schaffen, auf der es nicht mehr zur Ausbildung eines Bio-
filmes kommen kann.

Ziel dieser Studie war es, in vivo die anti-adhésiven Eigenschaften verschie-
dener Beschichtungsmaterialien auf Nanokompositbasis (Institut fiir Neue
Materialien, Saarbriicken) untereinander sowie mit Referenzproben aus un-
terschiedlichen zahnmedizinischen Werkstoffen und unbeschichteten
Schmelzproben zu vergleichen. Dieser Vergleich der auf den unterschiedli-
chen Oberflachen entstandenen Biofilme sollte Aufschluss dartiber geben, ob
die untersuchten Beschichtungsmaterialien anti-adhasive Eigenschaften
aufweisen.

Im Rahmen der In-vivo-Versuche wurden von vier Probanden Uber 24, 48
Stunden und 7 Tage Prufkoérper getragen, die an individuell angefertigten
Tiefziehschienen im Bereich der Bukkalflache des 1. Molaren im Oberkiefer
befestigt waren.

Die rasterelektronenmikroskopische Analyse zeigte, dass die bakterielle Bio-
filmbildung auf der Beschichtung im Vergleich zu den Referenzpriufkérpern
in ihrem AusmafS deutlich reduziert war und dass es auf etlichen Prufkoér-
pern zum Ablésen von Teilen des Biofilms von der Beschichtungsoberflache
kam. Aus diesem Befund kann der Ruckschluss gezogen werden, dass die
Beschichtung der Zahnschmelzoberfldche in gewissem Umfang anti-adhéasive
Oberflacheneigenschaften verleiht. Dieser Effekt war allerdings bei Prifkor-
pern, die Ulber 7 Tage intraoral exponiert worden waren, nicht mehr nach-

weisbar.



Das Abspriihen der Priufkérper nach der In-vivo-Tragephase mit einem Was-
serspraystrahl zeigte, dass ein Entfernen adhérenter Bakterienfilme maoglich
ist, die auf der Beschichtung etablierte Pellikelschicht aber auf der Oberfla-
che (partiell) erhalten bleibt.

Zwischen Proben ohne Abrasion und Proben nach verschiedenen Abrasions-
zyklen war keine Veranderung in der Hemmung der Biofilmbildung feststell-
bar. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Beschichtungsober-

flache ,easy-to-clean“- Eigenschaften besitzt und abrasionsfest ist.

Abstract

Any natural or artificial solid surfaces exposed to the oral cavity will be cov-
ered within seconds by the aquired salivary pellicle, a result of the biopoly-
mer adsorption at the tooth-saliva interface. The pellicle layer is the basis of
the bacterial colonization of both, the tooth surface as well as dental materi-
als. As the bacterial biofilm, plaque, is the starting point of caries and most
other oral diseases, it would make a significant advance in the prevention of
oral diseases, to develop a surface on which biofilm formation is inhibited.
The purpose of this study was to compare the in vivo anti-adhesive proper-
ties of various nanocomposite coating materials (Institut fir Neue Materi-
alien, Saarbriicken) with each other and with reference samples from differ-
ent materials and uncoated dental enamel samples. This comparison should
proof, whether the studied coating materials exhibit antiadhesive properties.

Coated and uncoated specimens were carried by four subjects over 24, 48
hours, 7 days, using custom-made splints. The specimens were mounted at
the buccal surface of the upper first molars. The scanning electron micro-
scopic analysis showed that the bacterial biofilm formation was significantly
reduced on the nanocomposite coating compared to the reference specimens.
The conclusion can be drawn that the coating provides anti-adhesive surface
properties to the enamel surface. However, this effect was no longer detect-
able in specimens that were exposed intra-orally for 7 days. Further experi-
ments showed that water spraying of the specimens removed the biofilm,

while a thin pellicle layer partial remained in past. Between samples with
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and without toothbrush abrasion no change in biofilm formation was deter-
mined. It was concluded that the coating materials possessed ,self-cleaning“-

properties and resisted against abrasion.

2. Einleitung

2.1 Die Pellikel

Die Pellikel ist eine bakterienfreie organische Biopolymerschicht, die sich im
Mundhoéhlenmilieu aus dem Speichel auf der Zahnhartsubstanz und ande-
ren Feststoffen bildet (Norde 1984, Nyvad und Fejerskov 1987). Die Pellikel
entsteht nicht nur auf der Zahnoberflaiche, sondern kann sich auch auf den-
talen Werkstoffen wie Zahnersatz und Fullungswerkstoffen ausbilden. Sie
etabliert sich an der Phasengrenze zwischen Mundhohle und Festkorper-

oberflache (Hannig 1997, 1999).

2.2 Die Entstehung der Pellikel

Die Pellikelbildung ist ein selektiver Adsorptionsprozess (Yao et al. 2003), bei
dem insgesamt nur eine geringe Anzahl von Proteinen aus dem Speichel an
der Zahnoberfldiche nachzuweisen ist. Diese stammen aus den Speicheldrii-
sen, der Sulkusfliissigkeit und sogar aus Bakterien (Kousvelari et al. 1980,
Embery et. al 1986, Bennick et al. 1987, Rykke et al. 1990, Vacca Smith
und Bowen 2000). Der Proteinbestandteil der Pellikel setzt sich zum gréfsten
Teil aus Enzymen, Glykoproteinen und Immunglobulinen zusammen (Fine
et. al. 1984, Gibbons und Hay 1989, Hulbert und Gibbons 1990, Rykke et
al. 1990). Dartiber hinaus konnten auch Lipide in der Pellikel nachgewiesen
werden (Slomiany et al. 1986, 1990).

Beginnend mit der selektiven Adsorption von Speichelbestandteilen (Gly-
koproteine, Amylase, Lactoferrin, Lysozym, sekretorisches IgA, IgG und IgM

und Albumin), Sulkusfltissigkeit und ausgeschiedenen bakteriellen Produk-
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ten wie Glykosyltransferasen und Glukane, formiert sich an der Grenzflache
zwischen Zdhnen und Mundhoéhle eine mehr oder weniger dichte Biopoly-
merschicht aus Proteinaggregationen (Klimm 1997, Lendenmann et al. 2000,
Marsh und Martin 2003).

Die Dicke naturlicher Pellikel variiert zwischen wenigen Nanometern bis hin
zu mehreren Mikrometern. Durch die individuelle Speichelzusammensetzung
und schwankende Sekretionsmengen wird die Pellikelmorphologie und -
funktion mafSgeblich beeinflusst. (Hannig und Joiner 2006).

Die verantwortlichen Kréfte fir die Pellikelbildung sind neben den elektro-
statischen Anziehungskréiften (Juriaanse und Booji 1981, Moreno et al.
1979, 1982, Kousvelari et al. 1988), hydrophobe Wechselwirkungen (Glantz
und Larsson 1981, Gorbunoff und Timasheff 1984, Norde 1984), Wasser-
stoffbriickenbildungen und van-der-Waals-Krafte (Vassilakos et al. 1982,
1992, 1993).

Bei der Biopolymeradsorption lassen sich zwei Phasen unterscheiden (Skjor-
land et al. 1995). In Kontakt mit der Mundfltissigkeit 16sen sich die in der
Zahnhartsubstanz befindlichen Calciumionen schneller aus ihrem Verband
als die Phosphationen. In der ersten Phase der Pellikelbildung interagieren
Pellikelprédkursoren, spezielle im Speichel vorhandene Proteine, (Hannig und
Joiner 2006, Lendenmann et al. 2000, Vitkov et al. 2004, Yao et al. 2000),
mit den Phosphationen (Bennick et al. 1979, Hay 1973, Moreno et al. 1979
nd 1982). Aufierdem tragen Calcium-Briicken (Embery et al. 1986, Hay
1967, 1973) zur Adsorption der Speichelproteine an der Zahnoberflache bei.
Dadurch bildet sich auf einer gereinigten Schmelzoberflache innerhalb eines
Zeitraumes von 30 Sekunden bis 3 Minuten eine, noch sehr diinne, initiale
Pellikel aus, die als ,acquired salivary pellicle (aufgelagertes Schmelzober-
hautchen) beschrieben wird (Hannig und Bé6fSmann 1989, Einfeldt 1978,
Klimm 1997, Hannig und Joiner 2006).

In der zweiten Phase der Pellikelbildung lagern sich weitere Makromolektile
aus dem Speichel an die initiale Pellikel an und die bereits absorbierten Pro-
teine gehen weitere Bindungen mit Proteinaggregationen, die frei im Speichel
vorliegen, ein (Hannig und Joiner 20006).

Die gleichen Gesetzmafdigkeiten gelten flir die Adsorption von Speichelprote-

inen an kunstlichen Festkérperoberflichen wie Fullungswerkstoffen, Imp-
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lantatoberflachen oder prothetischem Zahnersatz (Hannig 1997, 1999a,
Hannig und Hannig 2009). Die initiale Adsorption von Speichelpolymeren
beginnt auch an kunstlichen Festkorperoberflichen im Mundmilieu bereits

nach wenigen Sekunden. (Glantz 1980, Ericson et al. 1982, Horbett 1982).

2.3 Eigenschaften und Funktionen der Pellikel

Die Pellikel zeigt bei der Betrachtung mit dem Transmissionselektronenmik-
roskop eine grofde ultrastrukturelle Vielfalt, welche abhangig ist vom Pellikel-
alter, von der Pellikelbildungszeit und dem Ort der Pellikelbildung in der
Mundhohle (S6nju et al. 1974, Hannig 1997).

Mit zunehmender Bildungszeit dominieren globular strukturierte Anteile in
der Biopolymerschicht und die gesamte Pellikel verstédrkt sich so nicht nur
in ihrer Schichtstarke, sondern auch mafdgeblich in ihrer Dichte. Der zweite,
die Morphologie der Pellikel beeinflussende Faktor ist die Lokalisation in der
Mundhohle. An geschuitzten Zahnoberflichen wie zum Beispiel den Appro-
ximalrdumen bildet sich die Pellikel stdrker und dichter aus (Frank, Brendel
1966, Tinanoff 1976 b,c) als an offenliegenden Zahnflaichen wie z.B. den
okklusalen, vestibularen oder palatinalen/lingualen Bereichen (Leach, Sax-
ton 1966, Lenz 1967, Tinanoff 1976), die einer stidndigen Reinigung durch
Wange, Zunge oder antagonistischen Zahne unterliegen und so die Schicht-
dicke der Pellikel standig reduzieren.

Der Pellikelfilm ist in der Lage eine Lubrikationsschicht an der Zahnoberfla-
che zu erzeugen (Kuboki et al. 1987). Die auf der Zahnoberflache haftende
Schmierschicht verringert die Reibung zwischen den antagonistischen Zah-
nen und verringert so die Abnutzung der Zahnhartsubstanz (Aguirre et al.
1987, Hannig und Joiner 2006). Diese Schutzfunktion der Pellikel bewirkt
auch eine signifikante Verringerung der Abrasion der Zahnhartsubstanz
durch Zahneputzen mit Zahnpasta (Joiner et al. 2008).

Die Pellikel schuitzt jedoch nicht nur vor Abrasion und Attrition durch eine
Reduktion der Reibung bei Artikulationsbewegungen unter Zahnkontakt
(Mayhall 1980, Nikiforuk 1985). Eine bedeutende Schutzfunktion erftillt sie

auch bei erosiven Prozessen.



Die Pellikel verzogert den zeitlichen Ablauf der erosiven Destruktion der
Schmelzoberfliache nach Einwirkung von Sduren zeitlich (Hannig und Balz
1999). Die selektive Permeabilitat der Pellikel zeigt sich in einem reduzierten
Ionenfluss fir Calcium und Phosphat (Zahradnik et al. 1976, 1977, 1978,
Rytémaa et al. 1988, Meuermann und Frank 1991).

Die Pellikel trdgt so zur Regulation des Calcium- und Phosphationenaus-
tauschs zwischen Zahnoberflache und Speichel bei (Leinonen et al. 1999,
Lenander-Lumikari und Loimaranta 2000).

Der Pellikelfilm verringert weiterhin durch seine Pufferkapazitidt die demine-
ralisierende Wirkung intraoral auftretender saurer Noxen an der Zahnober-
flache (Schule 1961, 1962, 1963, Zahradnik 1976).

Die Pellikel erftillt jedoch nicht nur eine physiologische Schutzfunktion, son-
dern auch eine pathophysiologische Funktion (Hannig M. und Hannig C.
2007, 2009), denn erst durch die Pellikel wird es den Bakterien ermdglicht,
auf der Zahnoberflaiche zu haften und den bakteriellen Biofilm (Plaque) zu

bilden. (De Jong et al. 1982, van Pelt et al. 1983).

2.3.1 Bakterielle Adharenz

Die bestimmenden Faktoren fir die Pathogenitit des bakteriellen Biofilms
sind die irreversible Adhasion der Bakterien an die Pellikel (Gibbons und van
Houte 1980, Theilade 1989) und die nachfolgende bakterielle Proliferation
(Marsh und Bradshaw 1995).

Voraussetzung fir die Anlagerung der Bakterien an die Zahnoberfldche ist
die Ausbildung einer Pellikel (De Jong 1982, van Pelt 1983). Die Streptokok-
ken (S. sanguis, S. mitis, S. mutans), die ersten Besiedler des Biofilms (Thei-
lade et al. 1982, Liljemark et al. 1986, Nyvad und Kilian 1987, Manson-
Rahemtulla, Rahemtulla, Baldone, Pruitt, Hjerpe, 1988), und grampositive
Stabchen wie die Aktinomyzeten (Rénstrém 1977, Socransky 1977, Theilade
1982, Liljemark 1986, Nyvad, Kilian 1987) bendtigen fiir die Adharenz spe-
zielle Rezeptoren, die an der Pellikeloberfliche existent sind (van Houte
1980, Stinson 1982, , Ellen 1985, Gibbons, Embery 1986, Hay 1988, Gib-
bons 1989, Kishimoto 1989, 1990).



Van-der-Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen fihren zur rever-
siblen Adhéasion von ,vorbeischwimmenden® Mikroorganismen an die Pellikel
(Rutter und Abbott 1978). Diese reversible Adhasion ist Voraussetzung flir
die sekundéare irreversible Phase der bakteriellen Adhésion durch die rezep-
torvermittelte Bindung an der Pellikeloberfldche (Rosenberg et al. 1983). Die
Mikroorganismen haften jedoch nicht nur an der Pellikel, sondern auch un-
tereinander durch bakterielle Co-Adharenz (Brecx et al. 1981, Nyvad und
Fejerskov 1987). Die bakteriellen Pionierkeime ermoglichen so die Adhasion
weiterer Bakterienspezies. Die Rauheit der Oberflache beeinflusst mafigeb-
lich die bakterielle Adharenz. (Siegrist 1991, Quirynen und Bollen 1995, Ri-
mondini 1997, Teughels et. al 2006). Unregelméafdiigkeiten und Mikrorauhei-
ten schiitzen die Bakterien vor Flussigkeitsbewegungen oder vor mechani-
scher Entfernung durch Zunge oder Wange und stellen daher einen pradis-
ponierenden Faktor fur die bakterielle Adhédrenz dar (Hannig 1999).

Durch Zellteilung vervielfaltigen sich die adharenten Bakterien in den ersten
4 Stunden sehr schnell und bilden Mikrokolonien aus. Mehrere Mikrokolo-
nien bilden so durch weiteres Wachstum den gesamten Biofilm und lassen
diesen von wenigen 100 Nanometern auf einige Mikrometer anwachsen
(Marsh und Martin 2003). Dieser einige Mikrometer dicke Plaquefilm ist
durch seine raue Oberflache bereits deutlich mit der Zunge auf den Zahn-
oberflachen zu tasten und nur noch mechanisch oder durch eine aggressive
Saure, wie sie zum Beispiel im Rahmen der Schmelzatztechnik zur adhési-
ven Befestigung von Dentalwerkstoffen an der Zahnoberfliche verwendet
wird, zu entfernen (Mayhall 1980, Hannig und B6fSmann 1987, 1988).

Die bakterielle Adhé&sion auf zahnarztlichen Materialien erfolgt analog zur
Besiedlung der Zahnoberflache und ist an eine bereits etablierte Pellikel ge-
bunden. Sie erfolgt, entgegen fritherer Auffassungen, weitgehend material-
unabhédngig, da auch korperfremde Oberflaichen wie Fullungsmaterialien
oder Materialien prothetischer Versorgungen durch die omniprasente Pellikel
maskiert und so nicht mehr von der natirlichen Zahnoberfldche zu unter-
scheiden sind (Hannig M. und Hannig C. 2009). Die Pellikel, und nicht die
Materialoberflache, stellt die Basis fiir eine bakterielle Besiedlung dar. (Sha-

hal 1998, Hannig 1999).



Ergebnisse klinisch-experimenteller Studien beziiglich der Plaqueakkumula-
tion auf verschiedenen dentalen Materialien ergaben, dass die Belagsbildung
unterschiedlich stark ausgepragt ist. Eine deutliche niedrigere Plaquebil-
dung bei gleicher Oberflaichenrauheit findet man im Vergleich mit anderen
Materialien (wie z.B. Amalgam, Komposit, Gold) bei Dentalkeramiken. (Kra-
mer et al. 1989, Adamczyk und Spiechowicz 1990, Siegrist et al. 1991, Hahn
et al. 1992, Kawai und Urano 2001, Auschill et al. 2002).

Aufgrund seines hydrophoben Charakters neigt Polytetrafluorethylen (Teflon)
zu geringer Benetzbarkeit, was in verschiedenen Studien hinsichtlich der
bakteriellen Adhédsion untersucht wurde. Es wurde eine signifikant vermin-
derte Plaqueanlagerung an in vivo exponierten Teflonoberfldchen festgestellt

(Quirynen et al. 1989, 1990, Maetani et al. 1991).

2.3.2 Der mikrobielle Biofilm

Der mikrobielle Biofilm ist die vorherrschende Lebensform von Bakterien.
Dabei handelt es sich um bakterielle Populationen, die auf einer festen Ober-
flache wie Zdhnen, Zahnrestaurationen, Prothesen- oder Implantatoberfla-
chen adhéarieren, proliferieren und von einer extrazelluldren polymeren Mat-
rix umgeben sind (Watnick und Kolter 2000, Flemming und Wingender
2001).

Der Biofilm ist die orale Variante des Phdnomens der Bioadhéasion, die tiber-
all dort auftritt, wo sich Grenzflaichen zwischen biologischem Milieu und
Festkorperoberfldche befinden.

Das epithelialisierte intraorale Gewebe stellt die einzige orale Struktur dar,
auf der keine nachhaltige bakterielle Aggregation moglich ist, da durch die
kontinuierliche Desquamation die anhaftenden Bakterien mitsamt den abge-
storbenen Epithelzellen abgestofSen werden und die Biofilmbildung kontinu-
ierlich unterbrochen wird (Attin et al. 2005, Hannig M. und Hannig C. 2009).
Der dentale Biofilm besteht aus mehr als 500 - 700 verschiedenen Species,
von denen mehr als die Halfte derzeit nicht kultivierbar sind (Netuschil et al.

1996; Caldwell et al. 1997, Wilson 2001, Aas et al. 2005).



Um ihr Uberleben zu sichern, existieren die Bakterien in der Organisations-
struktur Biofilm, in der sie nicht als unabhangige Individuen leben, sondern
in eine koordinierte Gemeinschaft eingebunden sind (Marsh und Bradshaw
1999). Diese Struktur gewadhrt den Bakterien etliche Vorteile, so werden
durch die primare Adhdrenz der Pionierkeime erst die Lebensbedingungen
fur spater folgende Bakterienarten geschaffen und durch eine gednderte Pro-
teinsynthese wird das Wachstum aller Organismen im Biofilm positiv beein-
flusst. Des Weiteren bietet der Biofilm einen sehr effizienten Schutz gegen
Umgebungseinfliisse oder Desinfektionsmittel und Antibiotika.

Die Organismen in dieser Gemeinschaft kénnen ihren kompletten Metabo-
lismus gegentiber einzeln lebenden Artgenossen verdndern. Es verandert
sich ihre Genaktivitdt, was wiederum zu einem verdnderten Stoffwechsel
und einer veranderten Zellstruktur fihrt (Davies et al. 1993, Boles et. al
2004). Diese Veranderung ist stark beeinflusst durch die Lage des Bakteri-
ums in einer der Schichten des Biofilms (Costerton et al. 1995).

Wéahrend die Mikroorganismen in den oberen Schichten stoffwechselaktiv
sind, da sie Uiber eine bessere Versorgung mit Sauerstoff und Nahrung ver-
figen, ist die Stoffwechselaktivitdt der in tieferen Schichten angesiedelten
Bakterien aufgrund des geringeren Nahrungsangebots deutlich reduziert
(Anwar et al. 1992, Wimpenny et al. 2000).

Sind ausreichend Mikroorganismen durch Koaggregation oder Zellvermeh-
rung zusammengekommen und in einem Biofilm organisiert, so verhalten sie
sich wie ein Organismus (Bowden und Hamilton 1998; de Kievit und
Iglewski 2001). Die Mikroorganismen beginnen untereinander zu kommuni-
zieren. Diese Zell-zu-Zell-Kommunikation wird ,,Quorum sensing“ genannt.
Sie beschreibt Phanomene wie Plasmidtransfer, aber auch die lokale Synthe-
se von Antibiotika und Enzymen.

Im Vergleich mit planktonisch lebenden Bakterien sind die gleichen Bakteri-
en im Biofilm gegenuiber einer antibiotischen Therapie weniger empfindlich.
Die antimikrobiellen Wirkstoffe werden im bakteriellen Verbund des Biofilms
durch eine Zusammenarbeit der Bakterienzellen leichter sequenziell abge-
baut, und es werden auf der Oberflache von Biofilmen Stoffe freigesetzt, wel-

che bakterizide Substanzen wie Antibiotika, Detergentien und Angriffe der



Immunabwehr neutralisieren kénnen (Costerton et al. 1999, Marquis 1995;
Robinson et al. 2006).

Durch die Akkumulation und Proliferation der Bakterien an der Zahnober-
flache kommt es zur Ausbildung von Mikrokolonien. In dieser Phase beginnt
auch die Produktion von extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS), die
zur Bildung der interbakteriellen Biofilmmatrix beitragen.

Die EPS stellen die Basis flir die Zusammensetzung, die Struktur und die
Funktion sowie die spezifischen physikalischen Eigenschaften des Biofilms
dar (Anwar et al. 1992; Flemming und Wingender 2001). Die EPS bilden eine
hochhydratisierte heterogene Matrix, welche die dreidimensionale Anord-
nung der Bakterien fixiert. Sie bestehen Uiberwiegend aus geladenen, meist
anionischen oder neutralen Polysacchariden und Proteinen, zum Teil auch
aus Anteilen von Nukleinsduren, Lipiden und anderen Makromolektilen
(Costerton et al. 1995). Der Biofilm wird von Kanéalen und Poren durchzogen,
um auch die Versorgung der Bakterien der unteren Schichten zu sichern
(Costerton et al. 1995, Marsh et. al 2004).

In der Mundhoéhle besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen der
stédndigen Adhésion von Mikroorganismen und verschiedenen Mechanismen
der Entfernung wie Schlucken, Bewegungen der Zunge, Ablésen der Bakteri-
en durch Nahrung und Mundhygiene sowie den Speichelfluss. Durch diese
Scherkrafte werden einzelne Zellen oder ganze Biofilmareale abgeldst (Quiry-
nen et al. 2002, Flemming und Wingender 2001).

Wegen dieser Kréfte konnen Biofilme nur eine begrenzte Stérke erreichen
und es stellt sich das Gleichgewicht zwischen Biofilmwachstum und Ablo-
sung ein.

Ist das 6kologische Gleichgewicht im Biofilm gestért, so kann es zu einem
Uberwuchern kariespathogener Bakterien, zu denen vor allem Mutans-
Streptokokken zdhlen, kommen. Dieses Phdnomen wird durch den haufigen
Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate induziert. Saure Stoffwechselend-
produkte aus dem Kohlenhydratmetabolismus der kariogenen Bakterien
fihren zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz.

Im Fokus der Kariesprophylaxe steht daher die regelméfsige Entfernung des
bakteriellen Biofilms von der Zahnoberflache. Die Effizienz dieser etablierten

Prophylaxemafinahme steht und fallt jedoch ganz wesentlich mit der indivi-
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duellen Compliance des Patienten. Insbesondere bei Patienten mit hoher Ka-
riesaktivitdt waren ergédnzende prophylaktische Konzepte zur Biofilmkontrol-

le wlinschenswert.

2.3.3 Anti-adhésive Zahnbeschichtungen zum Biofilm-Management

Als Schlusselereignis in der Pathogenese der Karies ist die bakterielle Anhaf-
tung und Akkumulation (Biofilmbildung) an der Zahnoberfldche anzusehen.
Wenn es gelingt, die Biofilmbildung an der Zahnoberfliche zu reduzieren,
lasst sich auch das Ausmafs der Kariesentstehung verringern. Neben der
taglichen Mundhygiene kénnte auch die Modifikation der Zahnoberflache
durch das Auftragen einer anti-adhésiv wirksamen Beschichtung eine inte-
ressante Moglichkeit zur Biofilmkontrolle (Biofilmreduktion) darstellen. Es
konnte gezeigt werden, dass Oberflaichenbeschichtungen mit verschiedenen
Silanen oder Siloxanen dem Zahn tatsachlich anti-adhésive Oberflachenei-
genschaften verleihen kénnen, aus denen auch unter Mundhéhlenbedin-
gungen eine reduzierte bakterielle Kolonisation resultiert (Olsson et al. 1991,
1992, 1996, Ellingsen und Rélla 1994, Lassen et al. 1994, Rolla et. Al 1996,
Yoshina et al. 1997, Guan et al. 2003, Hannig et al. 2007).

Entsprechende Beschichtungen tragen durch die Verringerung der freien
Oberflachenenergie an der Zahnoberfldche zur Reduktion der Biofilmbildung
bei. Allerdings weisen derartige Beschichtungen mit einer Starke von nur
wenigen Molektullagen keine ausreichende Mundhoéhlenbestandigkeit auf
und kénnen deshalb nur zur tempordren Modifikation der Zahnoberflache
und Beeinflussung der Biofilmbildung dienen.

Eine nachhaltige Modifikation (Reduktion) der bakteriellen Adharenz und
Biofilmbildung ware denkbar durch die Applikation einer polymerisierbaren,
(permanent) stabilen, transparenten und anti-adhasiv wirksamen Beschich-
tung der Zahnoberflache. Zu diesem Zweck wurde in Kooperation mit dem
Institut fir Neue Materialien (Saarbriicken) ein experimentelles, hitzepoly-
merisierbares Nanokomposit-Beschichtungsmaterial entwickelt, das eine
niedrige Oberflachenenergie von 18-20 mJ/mm? aufweist (Hannig et al.

2007). Das experimentelle Beschichtungsmaterial besteht aus SiO> — Nano-
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partikeln, die in eine Matrix aus Organo-Alkoxy-Silanen und Fluorsilanen
eingebettet sind. Pilotversuche mit beschichteten Schmelzpriufkérpern, die
uber 24h von Probanden in der Mundhohle getragen wurden, ergaben, dass
die Biofilmbildung auf den beschichteten Proben im Vergleich zu den unbe-
schichteten Proben deutlich reduziert war (Hannig et al. 2007). Auf den be-
schichteten Proben war nach der 24-stindigen intraoralen Exposition oft-
mals nur eine (residuale) Pellikelschicht mit einigen wenigen adharenten
Bakterien festzustellen. Haufig befand sich der Biofilm im Status der Ablo-
sung (des ,Abschilferns“) von der Beschichtungsoberflache (Hannig et al.
2007).

Diese Befunde lassen den Riuckschluss zu, dass die Adhéasionskrafte des
Biofilms an der Oberflache der Beschichtung soweit reduziert sind, dass un-
ter dem Einfluss der intraoral wirksamen Scherkrafte (Muskelbewegungen,
Speichelfluss) ein Abscheren von der Beschichtungsoberfldche erfolgt. An-
ders formuliert: Die experimentelle Beschichtung verleiht der Zahnoberflache
seasy-to-clean“ Eigenschaften (Hannig et al. 2007).

Limitierend im Hinblick auf die Anwendung des experimentellen Beschich-
tungsmaterials in der Mundhoéhle wirkt sich allerdings die Tatsache aus,
dass die Aushartung des Materials durch einen Hitzepolymerisationsprozess
bei Temperaturen von tiber 100°C erfolgt.

Eine Applikation auf der Zahnoberflaiche im Mund des Patienten ware nur
denkbar, wenn es gelange, eine lichtpolymerisierbare Version des Beschich-
tungsmaterials zu entwickeln. Forschungsarbeiten im Rahmen eines vom
BMBF geforderten Verbundprojektes (Verbundpartner: INM, Saarbriicken;
Heraeus-Kulzer, Weinheim, Ivoclar-Vivadent, Liechtenstein; EPG, Saarbrii-
cken; Klinik fir Zahnerhaltung, Universitat des Saarlandes) haben zur Ent-
wicklung von lichtpolymerisierbaren Beschichtungswerkstoffen geftihrt, de-
ren ,easy-to-clean“ Eigenschaften im Hinblick auf die Redukti-
on/Modifikation der intraoralen Biofilmbildung in der vorliegenden Arbeit

untersucht werden sollen.
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2.4 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden klinisch-experimentellen Arbeit sollte Giberpruft
werden, inwieweit lichtpolymerisierbare experimentelle Beschichtungsmate-
rialien, die vom Institut fir Neue Materialien (Saarbriicken) zur Verfligung
gestellt  wurden, unter Mundhoéhlenbedingungen ,easy-to-clean“-
Eigenschaften aufweisen. Im Einzelnen wurde in dieser In-situ-Studie unter-
sucht, in welchem Umfang die Beschichtungen der intraoralen Bildung eines
Biofilms entgegenwirken kdénnen, Uber welchen Zeitraum die biofilmhem-
mende Wirkung anhalt sowie in welcher Quantitat sich Biofilme auf der be-
schichteten Oberflache ausbilden kénnen. Des Weiteren wurde untersucht,
inwiefern sich eine Verdnderung des Fluorsilangehaltes in der Beschichtung
auf die Plaqueddhasion auswirkt, da durch die Zugabe von Fluorsilan die
Vorteile der deutlich verminderten Plaqueanlagerung an Teflonoberflachen
auf die zu untersuchenden Beschichtungen Ubertragen werden sollten (Qui-
rynen et al. 1989, 1990, Maetani et al. 1991).

Auch die Dauerbestandigkeit der Oberfldchenbeschichtungen beztiglich der
taglichen Mundhygiene wurde untersucht, um zu prufen, inwieweit die ,ea-
sy-to-clean“ Eigenschaften des Beschichtungsmaterials auch unter Einfluss

der Zahnburstenabrasion erhalten bleiben.

Zielsetzung der In-situ-Untersuchungen war es, ein Beschichtungsmaterial
zu identifizieren, das eine Biofilmbildung tiber einen mdglichst langen Zeit-
raum verhindern kann sowie moglichst wenig verschleifst. Die Beschichtung
soll zumindest ,easy-to-clean®-, im Idealfall anti-adhé&sive Eigenschaften auf-

weisen, d.h., die bakterielle Adhéarenz verhindern.
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3. Material und Methoden

3.1 Probanden

Fuar die In-situ-Studie standen vier Probanden im Alter zwischen 24 und 30
Jahren zur Verfigung. Anamnestisch waren die Probanden als gesund ein-
zustufen. Den Speichelfluss beeinflussende Erkrankungen lagen nicht vor.
Wahrend des Studienzeitraums nahm kein Proband Medikamente ein, eben-
so war der Genuss von Alkohol oder Nikotin ausgeschlossen. Die Probanden
waren vollbezahnt, wiesen keine unversorgten karidsen Defekte, insuffiziente
Restaurationen oder Entziindungen des marginalen Parodonts auf. Keiner
der Probanden zeigte eine erhdéhte Neigung zu Zahnsteinbildung. Die Uber-
prufung der Plaque- und Sulkusblutungsindizes erbrachte Werte nahe
y>null“. Die Mundschleimhaute der Probanden wiesen ein unauffilliges Aus-
sehen auf. Erkrankungen der Speicheldriisen oder allgemeine Leiden, die

mit verdndertem Speichelfluss einhergehen, lagen nicht vor.

3.1.1 Votum der Ethikkommission

Vor Durchfiihrung der angedachten In-situ-Experimente zur Biofilmbildung
auf Nanokompositbeschichtungen wurde die Zustimmung der Ethik-
Kommission der Arztekammer des Saarlandes eingeholt.

Die Kommission erteilte ihr positives Votum zur intraoralen Untersuchung
der Biofilmbildung auf Zahnschmelzproben mit anti-adhésiven Oberflachen-

beschichtungen mit dem Schreiben vom 12.01.2006 (GZ 283/03)
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3.2 Materialien

3.2.1 Prufkérpertrageschienen

Fur die Probanden wurden individuelle Probetragekoérpervorrichtungen in
Form von partiellen Miniplastschienen fir den Oberkieferseitenzahnbereich
auf zuvor angefertigten Superhartgipsmodellen im Tiefziehverfahren aus
Drufolon E (Dreve Dentamin GmbH) angefertigt. Die Schienen wiesen eine
Starke von 0,5 bis 0,7 mm auf. Diese individuellen Schienen wurden so an-
gepasst, dass sie den Processus alveolaris und die Zadhne vom Eckzahn bis
zum dritten Molar umfassten, um so eine eindeutige und sichere Positionie-
rung der Probekdrpertrageschienen mit den Prufkérpern wahrend der intrao-

ralen Exposition zu gewahrleisten.

3.2.2 Prufkoérper

Zur Herstellung der Prufkérper dienten frisch extrahierte Rinderfrontzédhne,
die zuerst in Thymol gelagert und wahrend den verschiedenen folgenden Be-
arbeitungsschritten in 70%igem Propanol desinfiziert wurden. Hierzu wur-
den zuerst mit Hilfe einer Tischkreissdge unter Wasserkiihlung mit einem
diamantierten Sageblatt die Zahnkronen abgetrennt und 5 x Smm grofSe
Schmelzstiicke aus den Labialflichen der Rinderfrontzdhne gewonnen. Die
Schmelzrohprobekérper wurden mit Nassschleifpapier bis hin zur Kérnung
»,24000“ Ulber Zwischenschritte mit den Kérnungen ,,800%, ,1200“ und ,,2400“
plan geschliffen und poliert. Dies erfolgte an einer Schleifmaschine (Gripo
2000, Buehler GmbH, Dusseldorf) mit rotierenden Nassschleifpapierscheiben
unter Wasserkihlung bei 300 U/min. Die Prufkérper wurden anschliefSend
far 30 Minuten in 70% Propanol desinfiziert und anschliefSend in aqua dest.
(Ecotainer; B. Braun Melsungen AG, D. Melsungen) bei 4°C gelagert.

Die Schmelzoberflache der Prufkérper wurde vor der anschliefSenden Be-
schichtung 30 s mit 36%igem Phosporsduregel gedtzt und getrocknet. Die
Priufkérper wurden anschliefSend in mit Kunststoffdeckeln dicht verschlos-

senen Glasbehaltern bis zu Beschichtung trocken gelagert.

-15-



3.2.3 Beschichtungszusammensetzung

Das Institut fiir Neue Materialien (Saarbriicken) iibernahm die Beschichtung
der Schmelzproben. Dort wurde das Beschichtungsmaterial mit einem Mic-
robrush auf die geatzte Schmelzoberfldche appliziert und mittels Blaulicht
(Astralis 10, Ivoclar, Schaan, Liechtenstein) Giber einen Zeitraum von jeweils
S x 30 sec ausgehartet. Die Beschichtung bestand aus den Monomeren resp.
Vernetzern MMA, DPE, und V-545, denen als Fullstoff nanopartikulares
Bohmit (ca. 5 Gew.-%) zugesetzt war.

Die Beschichtungen fanden ohne Fluorsilan sowie mit normalem, doppeltem
und vierfachem Fluorsilangehalt Anwendung (entsprechend 0 Gew.-%, 0,7
Gew.-%, 1,4 Gew.-% bzw. 2,8 Gew.-% Fluorsilan). Zum Vergleich wurden
weitere Proben mit dem Nanokomposit MTKF, das thermisch gehértet wurde,
beschichtet.

Des Weiteren wurden in die Untersuchungen beschichtete Zahnschmelz-
prufkérper einbezogen, die vor der intraoralen Exposition einer In-vitro-
Zahnburstenabrasion unterzogen worden waren. Die Prifkérper wurden un-
ter standardisierten Bedingungen in einer Zahnputzmaschine (Kulzer-
Heraeus, Weinheim) tber 5.000, 10.000, 20.000 oder 100.000 Zyklen (in
Form von Bewegungen mit Sdgezahnprofil) mit einer Zahnbtirste (Medo-dent
mittel, Auflagekraft: 200g) in einer Suspension aus Zahnpasta (Odol Med 3)
und Wasser (Verhaltnis 2:1) geputzt.

Nach Desinfektion in 70%igem Athanol wurden die mit 5.000, 10.000,
20.000 bzw. 100.000 Zyklen abradierten Beschichtungsoberfldchen intraoral

exponiert.

3.2.4 Referenzproben

In jeder Versuchsreihe wurden neben den beschichteten Prufkérper auch
unbeschichtete Referenzproben aus poliertem Zahnschmelz sowie aus Ke-
ramik und Teflon getragen. Die Oberflachen der Referenzproben wurden mit

Nassschleifpapier bis zu einer Oberflaichenkérnung von ,4000“ geschliffen
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und poliert. Die Prufkérper wurden vor der intraoralen Exposition, wie unter

2.2.2 beschrieben, desinfiziert.

3.2.5 Montage der Prufkérper an den Tragevorrichtungen

Die Trageschienen wurden 10 Minuten in 70%igem Propanol desinfiziert,
bevor die Prufkérper aufgebracht wurden. Die Prufkérper wurden sodann
mit einem Silikon (President; Fa. Colténe, CH-Altstétten) jeweils 24 h vor
Versuchsbeginn im Bereich der vestibularen Glattflichen der Pramolaren
und Molaren an den Probekorpertrageschienen montiert. Es wurden jeweils
3 Prufkorper vestibular an einer Trageschiene befestigt. Die Befestigung er-
folgte durch das Einbringen der Prufkérper in die noch plastisch verformba-
re Silikonabdruckmasse mittels einer Pinzette, ohne die beschichtete Ober-
flache zu bertihren. Bis die Schienen von den Probanden in situ getragen

wurden, lagerten sie in aqua dest. bei 4°C.

3.3 Intraorale Exposition/ In-situ-Biofilmbildung

3.3.1 Versuchsbedingungen zur Erzeugung des In-situ-Biofilms

Zur Erzeugung des In-situ-Biofilms wurden die auf den Prufkoérpertragevor-
richtungen montierten Proben von den Probanden tiber einen Zeitraum von
24 h, 48 h oder 7 d intraoral getragen. Die Versuchsreihen starteten immer
zwischen 8.00 und 9.00 Uhr morgens. Zu den Mahlzeiten wurden die Praf-
korpertragevorrichtungen entnommen und in einem Hygrophor bei 100%
Luftfeuchtigkeit gelagert. Die Priufkérper wurden wahrend der intraoralen
Exposition nicht mechanisch gereinigt. Nach Ablauf der intraoralen Exposi-
tion wurden die Prufkoérper entnommen, vorsichtig und kurz mit aqua dest
abgespult, dann vorsichtig mit einer Sonde aus der Abruckmasse entnom-

men, um die Oberflache nicht zu verdndern. Anschlieffend wurden die ent-
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nommenen Prufkérper in 2%igem Glutaraldehyd fixiert und fur die raster-
elektronenmikroskopischen Analysen im Critical-Point-Verfahren getrocknet.
In einer ergdnzenden Versuchsreihe wurden beschichtete Zahnschmelzpro-
ben sowie unbeschichteter Zahnschmelz, Keramik- und Teflonpriufkérper
nach der intraoralen Exposition und Entnahme aus der Mundhoéhle (d.h. ex
vivo) mit dem Wasserspray aus der Multifunktionsspritze einer zahnérztli-
chen Behandlungseinheit fir 10 s inteniv abgesprtiiht. Diese Versuchsreihe
hatte zum Ziel, die ,easy-to-clean“-Eigenschaften der Beschichtungsoberfla-
chen bei definiertem Absprihen (unter dem Einfluss von Scherkraften) zu

untersuchen.

3.3.2 Systematik der Versuchsreihen

1. Versuchsreihe: Untersuchung der Biofilmbildung auf Referenzproben,
(unbeschichteter Zahnschmelz, Keramik, Teflon) Tragedauer in situ 24 h,
48 h oder 7 d

2. Versuchsreihe: Untersuchung der Biofilmbildung auf beschichteten Pro-
ben, Tragedauer in situ 24 h, 48 h oder 7 d

3. Versuchsreihe: Untersuchung der ,easy-to-clean“-Eigenschaften der Be-
schichtungen und Referenzproben durch Abspriithen mit einer zahnérztli-
che Multifunktionsspritze, Tragedauer in situ 24 h, 48 h oder 7 d

4. Versuchsreihe: Untersuchung der Biofilmbildung auf beschichteten Pro-

ben nach Zahnburstenabrasion, Tragedauer in situ 24 h

3.4 Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Die fixierten und getrockneten Prifkérper wurden auf Aluminiumprobentel-
ler aufgeklebt und mit Platin besputtert. Die rasterelektronenmikroskopi-
schen Analysen erfolgten in einem Elektronenmikroskop des Typs Quanta

200 (FEI Philips, Eindhoven, Niederlande) bzw. des Typs ESEM XL 30 FEG

-18-



(FEI, Philips, Eindhoven, Niederlande) bei 400- bis 20.000facher VergrofSe-

rung.

4. Ergebnisse

4.1 Versuchsreihe 1: Untersuchung der Biofilmbildung auf Referenz-
proben

4.1.1 Unbeschichtete Referenzproben aus Zahnschmelz

Auf den unbeschichteten Zahnschmelzproben war nach 24-stiindiger und
48-sttindiger intraoraler Exposition die Bildung eines mehrlagigen bakteriel-
len Biofilms festzustellen Eingebettet in eine dichte interbakterielle Matrix
fanden sich kokkenfdérmige, aber auch stidbchenférmige Bakterien (Abb. 1
und 2).

Nach siebentagiger Tragezeit in der Mundhdéhle waren die Schmelzproben
von einem dichten, mehrlagigen bakteriellen Biofilm aus Uberwiegend kok-

kenférmigen Bakterien tiberzogen. (Abb.3)
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Abb. 1, 24 h-Biofilmbildung auf Zahnschmelz. Auf dem unbeschichteten Zahnschmelz ist
ein mehrlagiger bakterieller Biofilm sichtbar, der die Zahnschmelzoberflache Itickenlos
Uberzieht. Auf der Aufnahme sind tberwiegend Kokken sowie einige stdbchenférmige Mik-
roorganismen sichtbar, die in eine dichte interbakterielle Matrix eingebettet sind. Vergrofie-
rung 10.000fach.

Abb. 2, 48 h-Biofilmbildung auf Zahnschmelz. Gut sichtbar sind die einzelnen kokkoiden
Bakterien auf der Oberflache des Biofilms, der den gesamten Zahnschmelz bedeckt. Vergro-
Rerung: 20.000 fach.
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Abb. 3, 7 d-Biofilmbildung auf Zahnschmelz. Auf dem unbeschichteten Zahnschmelz tiber-
zieht ein mehrlagiger bakterieller Biofilm ltickenlos die Prifkoérperoberflichen. Die Mikroor-
ganismen sind in eine dichte interbakterielle Matrix eingebettet. Im Biofilm finden sich vor

allem Kokken. Vergréfierung: 10.000 fach.

4.1.2 Referenzproben aus Vergleichsmaterialien (Keramik und Teflon)

Auf den Referenzoberflaichen (Keramik und Teflon) war nach 24 h- und 48 h-
stlindiger intraoraler Exposition ein mehrlagiger Biofilm festzustellen (Abb. 4
-7). Auf den Teflonproben befand sich der 24 h- und 48 h-Biofilm haufig im
Stadium der partiellen Ablésung von der Oberflache (Abb. 5 und 6)
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Abb. 4, 48 h-Biofilmbildung auf Keramik. Die Keramikoberfldche ist vollstdndig von einem
bakterielleren Biofilm bedeckt. Die Mikroorganismen sind in eine dichte interbakterielle

Matrix eingebettet. VergrofSerung 20.000 fach

Abb. 5, 24 h-Biofilmbildung auf Teflon. Die Biofilmbildung ist deutlich inhomogener als bei
den Zahnschmelz- und Keramikproben. Der Biofilm erscheint aufgeworfen und an einigen
Stellen von der Oberflache abgeldst, hier ist die Teflonoberflache sichtbar. An der Biofilm-

oberflache sind nur vereinzelt kokkenférmige Mirkoorganismen zu erkennen. VergrofSerung:
5.000 fach
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10.0pm
24H TH-2 Teflon

Abb. 6, 24 h-Biofilmbildung auf Teflon. In der héheren Vergréferung wird die unregelmafsi-
ge bakterielle Besiedlung sichtbar und es sind Areale erkennbar, die nicht von Bakterien
besiedelt sind (Pfeile). Der Biofilm erscheint aufgeworfen und an einigen Stellen von der

Oberflache abgelost (Pfeile). Vergrofserung 15.000 fach

5 0um
48H TH-2 Teflon

Abb. 7, 48 h-Biofilmbildung auf Teflon. Die bakterielle Besiedlung ist nach 48h weiter vo-
rangeschritten, zum Teil befindet der Biofilm sich im Stadium der Ablésung, so dass die

glatte Teflonoberflache sichtbar wird (Pfeil). Vergrofserung 20.000fach
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4.2 Versuchsreihe 2: Untersuchung der Biofilmbildung auf beschichteten
Schmelzproben

Auf allen beschichteten Schmelzproben war nach 24-stiindiger intraoraler
Exposition im Vergleich zu den nicht beschichteten Schmelzreferenzproben
eine deutlich verringerte Biofilmbildung festzustellen. (Abb. 8 -10, 12-15).
Unabhéngig vom Fluorsilangehalt war nach 24-stindiger Tragezeit auf den
Beschichtungsoberflachen h&ufig nur eine Schicht aus adsorbierten Spei-
chelproteinen (Pellikel) mit vereinzelt anhaftenden Bakterien zu detektieren
(Abb. 8 -10, 12-15).

Nach 48-stiindiger Exposition waren wiederum unabhéangig vom Fluorsilan-
gehalt der Beschichtung generell sehr diinne, haufig einlagige bakterielle
Biofilme zu finden (Abb. 16,18,21). Ebenso konnte das partielle Ablésen des
Biofilms von der Beschichtungsoberflache festgestellt werden. (Abb. 16,18).
Dieses Phanomen des ,Abschilferns“ des in-situ gebildeten Biofilms von der
Beschichtungsoberflache war deutlich ausgepriagt bei den Beschichtungen
mit einfachem und doppelten Fluorsilangehalt (Abb. 12-16, 18-21) und zeig-
te sich besonders imposant auf den Beschichtungsoberflachen mit vierfa-
chem Fluorsilangehalt (Abb. 23-26). In den Bereichen, wo sich der Biofilm
abgeldst hatte, war die glatte Beschichtungsoberfldche sichtbar. Ein partiel-
les ,Abschilfern“ des Biofilms von der Beschichtungsoberflaiche war aller-
dings auch bei Beschichtungen ohne Fluorsilanzusatz festzustellen (Abb. 9,
10)

Im Gegensatz dazu war auf den Uber 7 Tage in der Mundhdhle getragenen
Beschichtungsoberflachen keine reduzierte bzw. modifizierte Biofilmbildung
nachweisbar (Abb. 11, 17, 22, 27). Nach siebentédgiger Verweilzeit in der
Mundhohle waren die Beschichtungsoberflachen (dhnlich wie der unbe-
schichtete Zahnschmelz) von einem dichten mehrlagigen bakteriellen Biofilm
aus vorwiegend kokkenférmigen Mikroorganismen Uberzogen (Abb. 11, 17,
22, 27). Ablésungphanomene des Biofilms von der Beschichtungsoberfldche
liefsen sich bei den Uber 7 Tagen intraoral getragenen Proben nicht feststel-

len.

-24 -



4.2.1 Beschichtete Schmelzproben (ohne Fluorsilanzusatz)

Abb. 8, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung ohne Fluorsi-
lanzusatz. Die Prufkorperoberflache ist mit einem dichten bakteriellen Biofilm bedeckt, al-
lerdings zeigen sich einige kleinere Areale, in denen eine teilweise Ablésung des Biofilms

vorliegt, so dass die Beschichtungsoberflache sichtbar ist (Pfeile). VergréfRerung: 400fach

10.0um

Abb. 9, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung ohne Fluorsi-
lanzusatz. Die Beschichtungsoberflache ist partiell von einer Proteinschicht (Pellikel) be-

deckt, in einigen Bereichen (Pfeile) ist auf der Beschichtungsoberfldche kein Biofilm zu er-

kennen. Vergrofierung: 10.000 fach
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Abb. 10, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung ohne Fluorsi-
lanzusatz. Grenzbereich zwischen biofilmbedeckter und biofilmfreier Beschichtungsoberfla-
che. Eingebettet in die Biofilmmatrix sowie an der Oberflache des Biofilms finden sich kok-

kenférmige Mikroorganismen. Vergréfierung: 10.000 fach

Abb. 11, 7 d-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz.Beschichtung ohne Fluorsilan-
zusatz. Es ist ein dichter, mehrlagiger und ausgereifter Biofilm sichtbar, der von kokkoiden
Bakterien dominiert wird, z.T. sind auch stdbchenférmige Bakterien zu erkennen. Vergrofie-
rung: 10.000 fach
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4.2.2 Beschichtete Schmelzproben (mit einfachem Fluorsilanzusatz)

Abb. 12, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, Beschichtung mit einfachem
Fluorsilanzusatz. Auf dieser Aufnahme imponiert ein dinner, gewellter, aber mit langen
Rissen Uberzogener, weitgehend bakterienfreier Biofilm. Auf der mit einfachem Fluorsilan-
zusatz versehenen Oberflache erscheinen auch einige Areale ohne erkennbaren Biofilm (Pfei-

le). Vergrofierung: 1.000 fach

Biofilmfreie Flache

Flache mit Biofilm

Abb. 13, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit einfachem

Fluorsilanzusatz. Auf dieser Aufnahme ist deutlich zu erkennen, dass die Prufkérperoberfla-
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che nur zum Teil mit einer Proteinschicht (initialer Biofilm) bedeckt ist, das andere Areal

scheint frei von Biofilm zu sein. Vergrofserung: 5.000 fach

Abb. 14, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit einfachem
Fluorsilanzusatz. Es ist deutlich die Abrisskante zwischen adsorbiertem Proteinfilm (initialer

Biofilm) und biofilmfreier Beschichtungsoberflache zu erkennen. Vergréflerung 10.000 fach
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Abb. 15, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit einfachem
Fluorsilanzusatz. Die Prufkoérperoberfliche ist partiell von einem dinnen Biofilm (Pellikel-
schicht) tiberzogen (links oben), ansonsten finden sich Areale ohne rasterelektronenmikro-
skopisch erkennbaren Biofilm, so dass die glatte Beschichtungsoberflache sichtbar ist. Die
Pfeile markieren die Grenze zwischen Pellikel und biofilmfreier Beschichtungsoberfldche.

Vergréflerung: 10.000 fach

Abb. 16, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit einfachem
Fluorsilanzusatz. Die von der Pellikelschicht tiberzogene Oberflache liegt teilweise frei, ad-

harente Bakterien sind nur vereinzelt auszumachen. VergréfRerung: 5.000 fach
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Abb. 17, 7 d-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit einfachem
Fluorsilanzusatz. Es ist ein dichter und geschlossener Biofilm erkennbar, der die Oberflache

des Prufkérpers vollstidndig bedeckt. Es sind tiberwiegend kokkoide Bakterien zu erkennen.
Vergréflerung: 10.000 fach

4.2.3 Beschichtete Schmelzproben (mit zweifachem Fluorsilanzusatz)

Abb. 18, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit zweifa-

chem Fluorsilanzusatz. Auf der Prufkoérperoberfliche befinden sich Bereiche ohne erkenn-
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baren Biofilm (Pfeile) sowie Areale, die mit einem dlinnen, 16chrigen Biofilm (Pellikel) bedeckt

sind. An der Pellikeloberfladche sind einzelne Bakterien zu erkennen. VergréfSerung: 1.000
fach

Abb. 19, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit zweifa-
chem Fluorsilanzusatz. Diese Aufnahme zeigt die Pellikelschicht (Pfeil) und die geringe Be-

siedlung mit Mikroorganismen auf der rechten Seite der Probe, wobei links die Beschich-

tungsoberflache freiliegt. Vergrofierung: 5.000 fach
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Abb. 20, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit zweifa-
chem Fluorsilanzusatz. Auf der mit zweifachen Fluorsilanzusatz beschichteten Oberflache
imponiert ein diinner, mit wenigen Mikroorganismen besiedelter Biofilm, der in einigen Be-
reichen unterbrochen und von der Oberflache bereits abgelost ist (Pfeile). Vergrofierung:
10.000 fach

Abb. 21, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit zweifa-
chem Fluorsilanzusatz. Es ldsst sich ein dinner, an einigen Stellen aufgerissener Biofilm
mit ungleichméflig verteilter bakterieller Besiedlung erkennen. Die Pfeile markieren die bio-

filmfreie Beschichtungsoberflache. VergrofRerung: 4.000 fach
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Abb. 22, 7 d-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit zweifachem
Fluorsilanzusatz. Es ist ein dichter und mehrlagiger Biofilm erkennbar, der durch stibchen-

férmige und kokkoide Bakterien dominiert wird. Vergroflerung: 10.000 fach

4.2.4 Beschichtete Schmelzproben (mit vierfachem Fluorsilanzusatz)

Abb. 23, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit vierfachem

Fluorsilanzusatz. Der Biofilm (untere Bildhéalfte) ist vergleichsweise dtinn und weist nur we-
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nige adharente Bakterien auf. In dieser Vergrofierung ist besonders deutlich die glatte und
homogene Unterseite des Biofilmes zu erkennen, dort, wo er auf den noch festanhaftenden
Biofilm aufgrund von Abschilferungsprozessen umgeschlagen ist (Pfeile). In der oberen Bild-

halfte ist die biofilmfreie Beschichtungsoberflache sichtbar. Vergréferung: 5.000 fach

Abb. 24, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit vierfachem
Fluorsilanzusatz. Auf diesen Aufnahmen sind einzelne Biofilminseln (Pfeile) sichtbar, die bei
einer Ablosung des umgebenden Biofilms zurtickblieben und sich im Stadium der Ablésung
befinden. Ansonsten erscheint die Beschichtungsoberflache weitgehend biofilmfrei bzw. nur

von einer diinnen Pellikelschicht bedeckt zu sein. Vergrofdierung: 10.000 fach
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Abb. 25, 24 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit vierfachem
Fluorsilanzusatz. Es sind Areale erkennbar, an denen die Beschichtungsoberflache sichtbar
wird. Im linken Teil der Aufnahme dominiert die Pellikel ohne Bakterienbesiedlung, wahrend

im rechten vereinzelte Bakterien auf der Pellikel sichtbar sind. Vergréfserung: 10.000 fach

Abb. 26, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit vierfachem
Fluorsilanzusatz. Die Oberflache ist von einem diinnen Biofilm (Pellikel) iberzogen mit ver-

einzelten ,Rissbildungen®, an denen die Beschichtungsoberflaiche erkennbar ist. Vergrofie-
rung: 4.000 fach
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Abb. 27, 7 d-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz. Beschichtung mit vierfachem
Fluorsilanzusatz. Es ist ein dichter, weitgehend geschlossener, homogener Biofilm mit ein-

zelnen adharenten Bakterien zu erkennen. VergrofSerung: 2.000 fach

4.3  Versuchsreihe 3: Untersuchung der Biofilmbildung mit
anschliefSendem Absprihen

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung ergab, dass durch das
Absprithen mit der Multifunktionsspritze der 24 h- bzw. 48 h-Biofilm von
den Teflonproben vollstédndig entfernt wurde (Abb. 30, 31). Wahrend auf den
Keramik- und Zahnschmelzproben mit 24 h- bzw. 48 h- In-situ-Biofilmen
nach dem Abspriihen ein dichtes Proteinnetzwerk (Pellikel) mit eingebetteten

Bakterien zurtickblieb (Abb. 28, 29).
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4.3.1 Vergleichsproben (Keramik, Zahnschmelz, Teflon)

Abb. 28, 48 h-Biofilmbildung auf unbeschichtetem Zahnschmelz, nach Abspriihen. Resi-
dualer 48 h-Biofilm auf unbeschichtetem Zahnschmelz nach Absprithen mit einer zahnéarzt-
lichen Multifunktionsspritze. Die Oberflache ist vollstdndig von einer residualen Biofilm-
schicht (Pellikel) bedeckt, durch das Absprithen wurden die meisten Bakterien in der oberen
Schicht des Biofilms entfernt, sodass die adsorbierte Proteinschicht sichtbar ist. Vergrofie-
rung: 20.000 fach
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Abb. 29, 24 h-Biofilmbildung auf Dentalkeramik, nach Abspriihen. Keramikprobe mit 24 h-
Restbiofilm nach Absprithen mit einer zahnérztlichen Multifunktionsspritze. Es sind nur
noch einzelne Bakterien auf der Schicht aus adsorbierten Proteinen sichtbar. Vergrofserung:
20.000 fach

Abb. 30, 24 h-Biofilmbildung auf Teflonoberflache, nach Absprihen. Residualer Biofilm auf
Teflon nach Absprihen mit einer zahnérztlichen Multifunktionsspritze. Die Oberflache ist

nur noch von einer diinnen Pellikelschicht bedeckt. Vergrofserung: 10.000 fach
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Abb. 31, 48 h-Biofilmbildung auf Teflonoberfliche, nach Abspriithen. Residualer 48 h-
Biofilm auf Teflon nach Absprithen mit einer zahnarztlichen Multifunktionsspritze. Auf der
Teflonprobe sind nur noch Reste einer Proteinschicht zu erkennen, somit konnte fast der
komplette Biofilm mit allen anhaftenden Bakterien durch das Abspriithen entfernt werden.

VergrofSerung: 10.000 fach

4.3.2 Beschichtete Schmelzproben nach Absprithen mit der Multifunktions-
spritze der zahnarztlichen Behandlungseinheit

Die rasterelektronenmikroskopische Analyse der Beschichtungsoberflachen,
die nach der 24-sttindigen oder 48-stiindigen Exposition in der Mundhéhle
mit dem Wasserspray aus der Multifunktionsspritze der zahnarztlichen Be-
handlungseinheit abgespriiht worden waren, ergab, dass der bakterielle Bio-
film durch das Absprihen vollstidndig von den Beschichtungsoberfldchen
entfernt worden war (Abb. 32-37). Auf den Beschichtungsoberflachen
verblieb nur noch ein Netzwerk aus Proteinen (Pellikel) (Abb. 32-37).
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Abb. 32, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, ohne Fluorsilanzusatz, nach
Absprithen. Residualer 48 h-Biofilm auf beschichtetem Zahnschmelz nach Absprihen. Es
sind keine Bakterien sichtbar. Die Oberflache wird nur von einer diinnen Proteinschicht

(Pellikel) bedeckt. Zum Teil ist die Beschichtungsoberfladche erkennbar (Pfeil). Vergrofserung
15.000 fach

Abb. 33, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, mit einfachem Fluorsilanzu-
satz, nach Abspriihen. Es verbleibt nach dem Abspriihen eine dinne Proteinschicht, die

Unterbrechungen aufweist, in denen die Beschichtungsoberflache sichtbar wird (Pfeile).

VergrofSerung 5.000 fach
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Abb. 34, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, mit zweifachem Fluorsilan-
zusatz, nach Absprihen. Es verbleibt nach dem Abspriihen eine dliinne Proteinschicht, die
grofere ,Fehlstellen® aufweist, in denen die Beschichtungsoberfldche sichtbar ist und die

Proteinschicht komplett abgelost wurde (Pfeile). VergrofSerung 5.000 fach

Abb. 35, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, mit zweifachem Fluorsilan-

zusatz, nach Abspriihen. Die Beschichtungsoberflache ist grofflachig sichtbar. Die zurtick-
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bleibende Proteinschicht ist stark reduziert, teilweise sind nur noch vereinzelte Pellikel-

inseln zu erkennen (Pfeile). Vergrofdierung 5.000 fach

Abb. 36, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, mit zweifachem Fluorsilan-
zusatz, nach Abspriihen. Es verbleibt nach dem Absprihen eine diinne homogene Protein-
schicht, die weitgehend ohne Unterbrechung ist und die gesamte Oberfldche bedeckt. Ver-
gréferung 20.000 fach
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Abb. 37, 48 h-Biofilmbildung auf beschichtetem Zahnschmelz, mit vierfachem Fluorsilanzu-
satz, nach Abspriihen. Es sind einzelne Areale sichtbar, in denen die Beschichtungsoberfla-
che freiliegt, die restliche Oberflache ist von einer dinnen Schicht aus adsorbierten Protei-

nen bedeckt. Es sind keine adhirenten Bakterien zu erkennen. Vergréoflerung 20.000 fach

4.4 Versuchsreihe 4: Biofilmbildung auf beschichteten Schmelzproben
nach Zahnburstenabrasion

Nach der In-vitro-Zahnburstenabrasion mit 5.000, 10.000 und 20.000 Zyk-
len und nachfolgender intraoraler Exposition tiber 24h waren die Beschich-
tungsoberfldchen von einer Proteinschicht (Pellikel) mit nur wenigen adh&-
renten Bakterien Uiberzogen (Abb. 38-50). Im Fall der mit 100.000 Zyklen
abradierten Beschichtungsoberflachen liefSen sich nach 24-stiindiger Trage-
zeit der Proben auch bakterielle Mikrokolonien feststellen. Weder der Fluor-
silangehalt der Beschichtungen, noch die Zahl der Burstzyklen (5.000,
10.000 bzw. 20.000) hatten einen rasterelektronenmikroskopisch nachweis-
baren Einfluss auf das Muster der 24 h-Biofilmbildung auf den abradierten

Beschichtungsoberflachen (Abb. 38-50).
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Abb. 38, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (5.000 Zyklen),
ohne Fluorsilanzusatz. Die Pruifkérperoberflache ist von einer Pellikelschicht mit einzelnen

adhédrenten kokkenférmigen Bakterien tiberzogen. Vergrofierung 5.000 fach

Abb. 39, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (5.000 Zyklen),
ohne Fluorsilanzusatz. In dieser Vergroflerung sind die einzelnen kokkoiden Bakterien, z.T.

im Stadium der Zellteilung sowie die netzartige Struktur der adsorbierten Proteinschicht

(Pellikel) deutlich auszumachen. Vergréfserung 20.000 fach
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Abb. 40, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (10.000 Zyk-
len), mit einfachem Fluorsilanzusatz. Die Oberfldche ist von einer Schicht aus adsorbierten

Proteinen (Pellikel) iberzogen. Vergréfierung 5.000 fach

Abb. 41, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (20.000 Zyk-
len), mit einfachem Fluorsilanzusatz. Die Beschichtungsoberfldche ist von einer dinnen

Proteinschicht bedeckt, auf der sich einige adhirente kokkoide Bakterien befinden. Vergro-
Rerung 5.000 fach
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Abb. 42, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (10.000 Zyk-
len), mit einfachem Fluorsilanzusatz. Die Oberfldche ist von einer diinnen Pellikelschicht

Uberzogen. Es sind keine Bakterien auszumachen. Vergréfserung 20.000 fach

Abb. 43, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (20.000 Zyk-
len), mit einfachem Fluorsilanzusatz. In dieser Aufnahme ist eine dtnne Pellikelschicht

sichtbar, auf der eine Anhaufung kokkoider Bakterien imponiert. Vergréfierung 16.000 fach
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Abb. 44, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (20.000 Zyk-
len), mit zweifachem Fluorsilanzusatz. Die Oberflache ist von einem diinnen Biofilm (Pelli-

kel) komplett bedeckt. Vergrofserung 5.000 fach

Abb. 45, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (100.000 Zyk-
len), mit zweifachem Fluorsilanzusatz. In dieser Aufnahme ist eine inhomogene Schicht aus
adsorbierten Proteinen (Pellikelschicht) sichtbar, auf der einzelne kokkoide Bakterien sicht-
bar sind. Vergrofierung 10.000 fach
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Abb. 46, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (100.000 Zyk-
len), mit zweifachem Fluorsilanzusatz. Die Prifkérperoberflache ist von einer Pellikelschicht

mit einzelnen adharenten Bakterien bedeckt. Vergréfserung 20.000 fach

Abb. 47, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (20.000 Zyk-
len), mit zweifachem Fluorsilanzusatz. Die Priufkorperoberflache ist von einer Schicht aus

adsorbierten Speichelproteinen bedeckt. Vergrofierung: 5.000 fach
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Abb. 48, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (5.000 Zyklen),
mit vierfachem Fluorsilanzusatz. Dieser Aufnahme ist eine diinne Proteinschicht mit einzel-

nen kokkoiden Bakterien sichtbar (Pfeil). Vergréfserung: 10.000 fach

Abb. 49, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (20.000 Zyk-
len), mit vierfachem Fluorsilanzusatz. Auf der Prufkoérperoberflache imponiert eine diinne
Schicht aus adsorbierten Speichelproteinen (Pellikel). An der Pellikeloberfliche adhérieren

einzelne kokkenférmige Mikroorganismen, die sich z.T. im Stadium der Teilung befinden.
Vergréflerung: 15.000 fach
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Abb. 50, 24 h-Biofilmbildung auf einer abradierten Beschichtungsoberflache (100.000 Zyk-
len), mit vierfachem Fluorsilanzusatz. Die Prufkorperoberflache ist von einer Schicht aus
adsorbierten Speichelproteinen (Pellikel) tiberzogen. An der Pellikeloberflache adhérieren
einzelne kokkenformige Mikroorganismen, z.T. lassen sich auch bakterielle Aggregate er-

kennen. Vergréfierung: 5.000 fach
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5. Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

5.1.1 Herstellung der Prufkoérper

In der vorliegenden Studie wurde das mikromorphologische Erscheinungs-
bild des intraoralen Biofilms auf unterschiedlich beschichteten und unbe-
schichteten Zahnschmelzprifkérpern miteinander verglichen. Als Prufkor-
permaterial stand Rinderzahnschmelz zur Verfigung. Er ist dem humanen
Zahnschmelz in Aufbau und Zusammensetzung sehr &hnlich und steht in
grofder Menge zur Verfigung. Durch die Gréfde der Rinderzdhne ist eine er-
leichterte Handhabung bei der Praparation von Probekérpern gegeben und
die Labialflaichen der Rinderfrontzdhne lassen sich daher in der erforderli-
chen GrofSe von Sx5Smm leichter polieren. Aufgrund eines anndhernd glei-
chen Schlachtalters der Rinder kann von einem vergleichbaren Mineralisati-
onsgrad des Schmelzes ausgegangen werden.

Der grofiere Teil der Prufkérper wurde nach der Herstellung mit 36%iger
Phosphorsdure fir 30 sec. konditioniert und durch das INM in Saarbriicken
mit den Nanokompositmaterialien beschichtet. Durch Anwendung der Sau-
re-Atz-Technik, 1955 von Buonocore erstmals beschrieben, entsteht an der
Schmelzoberfliche ein mikroretentives Relief (Atzmuster). Durch diese
kuinstliche OberflachenvergrofSerung wird die Verbundfestigkeit eines aufge-
brachten Fullungsmaterials zum Zahnschmelz signifikant erhéht (Galan und
Lynch 1993).

In einer vorhergehenden Studie mit hitzepolymerisierten Beschichtungsma-
terialien konnte gezeigt werden, dass sich Fluor-Silan-haltige Nanokompo-
sitbeschichtungsmaterialien belastungsstabil an gedtztem Zahnschmelz ver-
ankern lassen (Hannig et al. 2007). Auch in der vorliegenden Studie erwies
sich die Schmelzatztechnik (mittels Phosphorsdure) als ein geeignetes Ver-
fahren, um die lichtpolymerisierten Beschichtungen belastungsstabil (,abra-

sionsresistent) auf den Zahnschmelzprifkérpern zu befestigen. Infolge der
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Zahnburstenabrasion war weder der partielle noch der totale Verlust der Be-
schichtungen von den Schmelzprifkérpern zu verzeichnen.
Die verbleibenden Prufkérper wurden unbeschichtet im polierten Zustand

als Referenzproben verwendet.

5.1.2 Beschichtungen der Prufkorper

In die intraoralen Expositionsversuche zur In-situ-Biofilmbildung wurden
Zahnschmelzproben mit Nanokompositbeschichtungen unterschiedlichen
Fluorsilangehaltes einbezogen. Fluorverbindungen (Fluorcarbon, Fluorsilan)
gelten als wichtiger Zusatz, um die freie Oberfldchenenergie eines Werkstof-
fes zu reduzieren und einem Material dadurch anti-adhésive oder ,easy-to-
clean“-Eigenschaften zu verleihen (Yoshino et al. 1998, Raulio et al. 2008,
Rodrigues et al. 2007, Churchley et al. 2008).

Als Referenzproben fanden neben poliertem Zahnschmelz (unbeschichtet)
weiterhin Keramik und Teflonprufkérper Verwendung. Keramik reprasentiert
einen typischen Dentalwerkstoff in der restaurativen Zahnheilkunde. Teflon
(PTFE = Polytetrafluorethylen) zeichnet sich durch eine geringe freie Oberfla-
chenenergie aus. In verschiedenen In-vivo- und In-situ-Studien konnte ge-
zeigt werden, dass die mikrobielle Akkumulation und Biofilmbildung auf Tef-
lon oder PTFE-beschichteten Werkstoffoberflachen signifikant reduziert sind.
(Quirynen et al. 1989, 1990, Maetani et al. 1991).

Ein Teil der beschichteten Prufkérper wurde vor der intraorale Exposition
einer Zahnburstenabrasion (unter Zusatz von Zahnpasta) iber 5.000 bis zu
100.000 Abrasionszyklen ausgesetzt. Dadurch sollten Alterungs- und Ver-
schleissprozesse simuliert werden, die unter Mundhéhlenbedingungen an
einer intraoral beschichteten Zahnoberflache auftreten. Die Abrasionsexpe-
rimente erfolgten unter standardisierten Versuchsbedingungen. Die Wahl
der Parameter wihrend der Zahnburstenabrasion (Verdinnung der Zahn-
pasta im Verhéaltnis 2:1 mit Wasser, Auflagegewicht von 200g, Bewegungs-
profil und Zyklenanzahl) orientierte sich an den in wissenschaftlichen Schrif-
ten publizierten Vorgaben fir entsprechende Experimente (z.B. Joiner et al.

2008).
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5.1.3 Prufkoérpertrageschienen

Partielle, individuell angefertigte Miniplastschienen erwiesen sich bei zahlrei-
chen In-situ-Studien als geeignetes Verfahren fur die exakt reproduzierbare
intraorale Exposition der Prifkérper (Tinanoff et al. 1976, Adams et al. 1979,
Hannig 1997, 1999, Balz 1999).

Der sich auf den naturlichen Zahnen eines Probanden bildende Biofilm ent-
spricht dem Biofilm, der sich im gleichen Zeitraum im Mund des selben Pro-
banden auf intraoral befestigten Prufkérpern ausbildet (Mac Pherson et al.
1991). Die partiellen Miniplastschienen, die im Tiefziehverfahren angefertigt
wurden, bieten den Vorteil der schnellen Entnahmemoéglichkeit wahrend der
Nahrungsaufnahme, um z.B. eine Verdnderung des Biofilms durch Stérein-
flisse durch die Nahrungsaufnahme zu vermeiden (Leenaars und O Brien
1989).

Die Befestigung der Prufkorper auf der Miniplastschiene mittels eines Ab-
formsilikons gewéahrleistet eine problemlose und sichere Montage wédhrend
des gesamten Versuchszeitraumes. Trotzdem lassen sich die Prufkérper
nach dem Versuch wieder sicher und zerstérungsfrei aus dem Befesti-
gungsmaterial entfernen. Um eine moégliche Beeinflussung der Biofilmbil-
dung durch freigesetzte Bestandteile des Abformsilikons zu verhindern, la-

gerten die Miniplastschienen vor Versuchsbeginn fir 24h in aqua dest..

5.1.4 Versuchsbedingungen

Um vergleichbare und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, liefen die
Versuche nach einem exakt definierten Muster ab. Die Prufkérper (3 Sttick)
wurden immer im Bereich des 2. Prdmolaren bis 1. Molaren auf Héhe der
bukkalen Flidchen an den Trageschienen positioniert. Dieses Vorgehen sollte
sicherstellen, dass die intraorale Exposition und die in der Mundhdhle wirk-
samen Scherkrafte der Wangenschleimhaut bei allen Versuchsreihen einen
weitgehend gleichen Einfluss auf die Prufkérper haben. Durch die exakte

Positionierung der Prufkérper kéonnen auch topisch bedingte Unterschiede
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und Schwankungen der Biofilmbildung ausgeschlossen werden (So6nju et al.
1974, Hannig 1997, 1999).

Jede Versuchsreihe begann zwischen 8.00 und 9.00 Uhr morgens, damit die
zirkadiane Rhythmik der Speichelsekretion zu keiner Verfdlschung des Er-
gebnisses fihren konnte (Morge et al. 1989).

Wahrend der Expositionsversuche durften die Probanden mit intraoral ein-
gegliederten Prufkoérpertragevorrichtungen nur Wasser zu sich nehmen, da
adsorbierbare Bestandteile aus der Nahrung zu Veranderungen der Pellikel-
morphologie fihren (Nyvad und Fejerskov 1984, Muller 1987, Miller et al.
1988). Das Erscheinungsbild der Pellikel wird ebenso durch sauere Nah-
rungsbestandteile verdndert (Hannig und Balz 1999).

Daher wurden die Prufkoérpertragevorrichtungen zu den Hauptmahlzeiten

entnommen und in einem Hygrophor gelagert.

5.1.5 Rasterelektronenmikrospische Analyse der Biofilmbildung

Die In-situ-Biofilmbildung auf den beschichteten Prufkérpern und unbe-
schichteten Referenzmaterialien wurde rasterelektronenmikroskopisch bei
VergrofSerungen bis zu 20.000 fach analysiert. Die Rasterelektronenmikro-
skopie stellt eine bewdhrte und hé&ufig eingesetzte Methode zur Untersu-
chung der bakteriellen Adhdrenz und Biofilmbildung dar (Yoshino et al.
1998, Raulio et al. 2008, Gyo et al. 2008, Churchley at a. 2007, Adams et al.
1979, Berthold 1979).

Die rasterlektronenmikroskopische Biofilmuntersuchung bietet zum einen
die Moglichkeit, das mikromorphologische Erscheinungsbild des Biofilms zu
analysieren und zwischen adsorbierten Proteinschichten (Pellikel), einzelnen
adhdrenten Mikroorganismen oder bakteriellen, dreidimensional organisier-
ten Biofilmen zu differenzieren. Zum anderen kann der Biofilm mit Hilfe der
Rasterlelektronenmikroskopie auch in Hinblick auf seine ,Anhaftung® an der
Substratoberfliche analysiert werden. So war es durch die REM-
Untersuchung in der vorliegenden Studie moglich, ,Abschilferungs- und Ab-

schalphdnomene”“ des Biofilms aufzudecken.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Ein anti-adhéasiver Effekt der Nanokompositbeschichtungen war nur be-
dingt nachweisbar, auf allen Proben lagerten sich Biofilme an.

e Auf den beschichteten Oberflachen zeigt sich eine reduzierte Biofilmbil-
dung, z.T. war der Biofilm unter Mundhéhlenbedingungen von der Be-
schichtungsoberflache abgeschert (,easy-to-clean“-Effekt).

e Der Effekt der reduzierten Biofilmbildung auf den beschichteten Proben
war nach einer intraoralen Expositionsdauer von 7 Tagen nicht mehr

nachzuweisen.

5.2.1 Beeinflussung der Biofilmbildung

Bei einem in der Mundhdéhle exponierten Material spielen generell die Be-
netzbarkeit und die freie Oberflichenenergie sowie die Rauheit der Oberfla-
che eine entscheidende Rolle bei der Biopolymeradsorption und der nachfol-
genden Biofilmbildung (Busscher et al. 1984, De Jong et al. 1984, Kramer et
al. 1989, Reich 1989, Teughels et al. 2006).

Speichelproteine benetzen alle in der Mundhoéhle exponierten Festkoérper-
oberflachen und adsorbieren auch an den Oberflachen von Festkoérpern mit
niedriger freier Oberflichenenergie und somit hydrophoben Eigenschaften
(Hannig 1997a, 2007, Hannig und Hannig 2009). Selbst auf dem sehr hyd-
rophoben Polytetrafluordthylen (Teflon) konnten nach intraoraler Exposition
Pellikelschichten geringer Starke nachgewiesen werden (Hannig und Hannig
2009). Auch die hier untersuchten Beschichtungen auf Nanokompositbasis
mit einer niedrigen freien Oberflichenenergie von 20-25 mJ/mm? zeigten
eine Pellikelbildung.

In zahlreichen In-situ-Studien konnten keine signifikanten Unterschiede in
der Plaquequantitdt auf verschiedenen Materialien nachgewiesen werden
(Leonhardt et al. 1995, Shahal et al. 1998, Hannig 1999). Allerdings wurden
insbesondere Keramiken und Teflonmaterialien eine geringe bakterielle Be-

siedlung und ein hoher Selbstreinigungseffekt bescheinigt (Tullberg 1986,
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Kramer et al. 1989, Adamczyk und Spiechowicz 1990, Kawai und Urano
2001, Auschill et al. 2002). Das Studiendesign unterschied sich jedoch teil-
weise sehr deutlich durch abweichende Beobachtungszeitrdume der Plaque-
bildung und Unterschiede in den jeweiligen Nachweisverfahren der Bakteri-
en, so dass sich die abweichenden Ergebnisse durch unterschiedliche Me-
thoden erklaren lassen.

Auf den bukkal im Oberkieferseitenzahnbereich positionierten Referenzober-
flachen aus unbeschichtetem Zahnschmelz und Keramik bildeten sich in-
nerhalb von 24h bzw. 48h mehrlagige bakterielle Biofilme aus. Diese Ergeb-
nisse befinden sich in Ubereinstimmung mit publizierten Daten zur Biofilm-
bildung auf Zahnhartsubstanz und Dentalmaterialien (Hannig 1999, Hannig
et al. 2007). In den Biofilmen dominierten — ebenfalls in guter Ubereinstim-
mung mit der Literatur — Kokken-férmige Mikroorganismen (Hannig 1999,
Hannig et al. 2007).

Dass ein grofdes Interesse an Oberfldchen mit anti-adhasiven Eigenschaften
besteht, die so die Biofilmbildung beeinflussen kénnen, zeigen zahlreiche
Untersuchungen auf diesem Gebiet (Van Dijken et al 1997, Ebi et al. 2001,
Kawai und Takaoka 2001). Auch Teflon wurde bereits aufgrund seines ho-
hen Selbstreinigungseffektes auf seine anti-adhésiven Eigenschaften hin un-
tersucht (Quirynen 1989,1990, Maetani et al. 1991). In dieser Arbeit wurde
die Ausbildung eines Biofilms auf Schmelzproben mit Beschichtungen un-
terschiedlichen Fluorsilangehalts untersucht. Es sollte tiberpruft werden, ob

die Materialien anti-adhésive Eigenschaften besitzen.

5.2.2 Wertung anti-adhéasiver Eigenschaften des Materials

Nach Auswertung der 24- und 48-stiindigen sowie sieben Tage dauernden
In-vivo Trageversuche zeigt sich, dass die untersuchten Beschichtungsmate-
rialien nur begrenzt anti-adhéasive Eigenschaften aufweisen.

Im Rahmen der rasterelektronenmikroskopischen Analysen konnte das par-
tielle Ablésen (,Abschilfern®) des In-situ gebildeten Biofilms von der Oberfla-
che der Beschichtungen festgestellt werden. Diese rasterelektronenmikro-

skopischen Befunde lassen den Schluss zu, dass die Beschichtungsoberfla-
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chen unter Mundhéhlenbedingungen einen ,easy-to-clean® Effekt ausweisen:
d.h., die in der Mundhohle existenten Scherkréfte infolge der Wangen- und
Zungenbewegungen sowie die hydrodynamischen FliefSkrafte aufgrund der
intraoralen Flussigkeitsbewegungen fiihren zum Abscheren/ Ablésen des
Biofilms von der beschichteten Zahnschmelzoberflache.

Dieser ,easy-to-clean“ Effekt lasst sich durch die Kombination mehrerer
Faktoren erklaren. Ein Faktor fir die geringe Haftung der Plaque an der
Oberflache ist die niedrige freie Oberflaichenenergie des Beschichtungsmate-
rials, von 20-25 mJ/mm? (Kasemann et al. 1991,1992).

Dadurch sind bei den beschichteten Proben, im Gegensatz zu den Keramik-
oder Schmelzprifkérpern, die Bindungskréfte zwischen den Speichelbiopo-
lymeren und der Beschichtungsoberflache reduziert. Bindungskréafte zum
Beschichtungsmaterial treten jedoch in abgeschwichter Form noch auf,
denn ansonsten ware das Ausmafs der Pellikel- bzw. Plaqueanhaftung durch
Desorptionsprozesse wesentlich deutlicher reduziert.

Die Kréfte, die zum teilweisen Abscheren des Biofilms fiihren, muissen gro-
Ber sein als die Adhasionskrafte, die zwischen der Beschichtung und dem
Biofilm herrschen (Leenaars und O Brian 1989). Diese Kréfte treten z. B.
durch Bewegungen der Zunge, der Wangen, beim Schluckakt sowie der
Mastikation auf. In begrenztem Umfang tibernehmen diese Scherkrafte wah-
rend des Essens, Trinkens und Sprechens die Abschilferungsph&nomene des
Biofilms und bewirken eine Selbstreinigungsfunktion der Festkérperoberfla-
chen in der Mundhoéhle (Busscher und van der Mei 1997).

Des Weiteren kénnte auch die sehr glatte Oberflache der Beschichtungen
zur Reduktion der Biofilmbildung beigetragen haben. Ein Zusammenhang
zwischen der bakteriellen Adhédrenz und der Oberflichenrauheit wurde be-
reits vor Jahren aufgezeigt. (Quirynen et al. 1990, Quirynen 1994, Quirynen
und Bollen 1995, Rimondini 1997). Die Bildung bakterieller Belage ist auf
glatten Oberflachen mit niedrigen freien Oberflachenenergien am geringsten
(Teughels et al. 2006).

Beim Absprihen der Beschichtungsoberflache nach 24-sttindiger und 48-
stindiger Exposition in der Mundhohle mit dem Wasserspray aus der Multi-
funktionsspritze einer dentalen Behandlungseinheit liefRen sich die bakteriel-

len Biofilme vollstdndig von den Beschichtungsoberflachen entfernen. Nach
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dem Absprayen verblieb nur ein Proteinnetzwerk (Pellikel) auf den Beschich-
tungsoberfldchen. Diese Befunde bestédtigen und unterstreichen noch ein-
mal, dass die Beschichtungsoberflichen ,easy-to-clean®- Eigenschaften be-
sitzen. Vergleichbare Effekte waren nur auf den Teflonproben, jedoch nicht
auf den Referenzprifkérpern an Keramik oder Schmelz nachweisbar.
Teflonoberflachen zeigten in der vorliegenden Untersuchung somit ebenso
wie die Beschichtungsoberflachen ,easy-to-clean“-Effekte, die sich durch die
geringe freie Oberfldchenenergie von Teflon (18-20 mj/mm?) erklaren lassen.
Dieser ,Selbstreinigungseffekt bzw. die anti-adhéasiven Eigenschaften von
Teflon wurden bereits in friitheren In-situ- Studien unter Mundhoéhlenbedin-
gen nachgewiesen. (Quirynen et al. 1989, 1990, Maetani et al. 1991). Fruihe-
re Studien Uber die Wirksamkeit von Mundduschen zeigten, dass mit diesen
keine Entfernung der Plaque, allerdings von Prifkérpern ohne anti-adhéasive
Beschichtung, moéglich ist (Nolte 1973, Lange et al. 1974, Hugoson 1978,
Plagmann 1998).

Nach der siebentégigen Biofilmbildung waren allerdings ,easy-to-clean®- Ef-
fekte der Nanokompositbeschichtung nicht mehr nachweisbar. Dieser Be-
fund lasst sich erklaren durch Maturationsprozesse im Biofilm, insbesonde-
re durch die Produktion extrazelluldrer Polysaccharide, woraus ein starker
yvernetzter und ,besser haftender” Biofilm resultiert, so dass unter dem
Einfluss physiologischer wirksamer Scherkréafte keine ,,Abschilfern“ des Bio-

films mehr resultiert.

5.3 Einfluss des Fluorsilangehaltes der Beschichtung auf die bakterielle
Adhérenz

Mit der Zielsetzung, die freie Oberflachenenergie der Beschichtungsmateria-
lien zu reduzieren, wurden diese mit Perfluoroalkyl-Verbindungen (Fluorsi-
lane) angereichert.

Es wurden Versuchsreihen mit beschichteten Prufkérperoberflachen, ohne,
mit einfachem, mit zweifachem sowie mit Fluorsilangehalt in der Beschich-
tung durchgeftihrt. Fluorsilanbeschichtungen senken die Oberflachenbe-
netzbarkeit und erhéhen aufierdem die Bruchfestigkeit von keramischen

Werkstoffen (Rosenstiel et al. 1993). Daher bestand die Erwartung, dass eine
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Erhéhung des Fluorsilangehaltes zu einer Verringerung der bakteriellen Ad-
harenz fuhrt.

Bei Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigte
sich, dass es nur auf der Beschichtung ohne Fluorsilanzusatz zur Ausbil-
dung eines dichteren Biofilms mit vermehrter bakterieller Aggregation kam,
wahrend bei den Beschichtungen mit Fluorsilan die Stédrke des Biofilms
deutlich vermindert war. Teilweise liefSen sich nur einzelne Biofilm-,Inseln“
erkennen. Der Biofilm war dinner als bei den Proben ohne Fluorsilangehalt
und wies nur wenige bakterielle Aggregationen auf. Es zeigte sich eine teil-
weise Abldésung von der Oberflache, die in der REM-Aufnahme als ,,Umschla-
gen“ auf den noch anhaftenden Teil des Biofilms imponierte. In der Tendenz
nahm der ,easy-to-clean“-Effekt mit steigendem Fluorsilangehalt der Be-
schichtungen zu. Das partielle ,Abschilfern“ des bakteriellen Biofilms von
der Prufkoérperoberflaiche unter Mundhoéhlenbedingungen war jedoch auch

auf den Beschichtungen ohne Fluorsilanzusatz nachzuweisen.

Ein Teil der beschichteten Prufkérper wurde Zahnburstenabrasionszyklen
unterzogen. Dies erfolgt in Reihen mit 5.000, 10.000, 20.000 und 100.000
Abrasionszyklen. Nur nach 100.000 Zyklen waren vermehrte bakterielle Ad-
harenz und einzelne Mikrokolonien bei der rasterelektronenmikroskopischen
Analyse auszumachen, die bei geringer Abrasionszyklenzahl auf den Be-
schichtungen nicht auftraten.

Diese Resultate zeigen, dass sich das Beschichtungsmaterial durch eine ex-
zellente Verschleissfestigkeit und Besténdigkeit im Hinblick auf die ,easy-to-
clean“-Oberflacheneigenschaften auszeichnet. Ubertragen auf die tégliche
Mundhygiene entsprechen 100.000 Abrasionszyklen einer Zeitspanne von 3-

4 Jahren (Joiner et al. 2006).
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5.4  Schlussfolgerungen

Initialer Biofilm

Abgeloste Pellikel

4—
Scherkréfte
4—
Basalpellikel

-

Oberflachenbeschichtung

Abb. 51, Graphische Darstellung des ,easy-to-clean®- Effektes

Das Adhésionsverhalten zwischen Biofilm und dem Beschichtungsmaterial
war bei einigen Prédparaten so gering, dass die Prufkérper auf den raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zum Teil biofilmfreie Areale sowie
umgeklappte Pellikel- bzw. Biofilmstrukturen aufwiesen. Diese Phdnomene
traten jedoch nicht bei allen Prufkérpern und nicht tiber die gesamte Flache
auf, so dass der Beschichtung nur bedingt ein anti-adhéasiver Effekt zuge-
sprochen werden kann. Die vollstdndige Entfernung des bakteriellen Biofil-
mes durch die zahnérztliche Multifunktionsspritze legt nahe, dass die unter-
suchten Beschichtungsmaterialien zumindest ,easy-to-clean“ Eigenschaften
aufwiesen, wenn auch nicht von anti-adhasiven Eigenschaften gesprochen
werden kann. Dies ist jedoch als positiv zu werten, da die Zahnoberflache
als Ort der initialen Bakterienbesiedlung in der Mundhéhle erhalten bleibt
und so das vorherrschende mikrobielle Gleichgewicht nicht zerstért wird.
Die untersuchten Nanokompositbeschichtungen besitzen somit das Potential
zum gezielten Biofilmmanagement in der Mundhéhle. Einschrankend muss
jedoch angemerkt werden, dass die ,easy-to-clean“-Effekte zwar die Bildung
des 24h- oder 48h- Biofilms effektiv reduzieren kénnen, aber nicht ausrei-
chen, um die Bildung mehrtégiger Biofilme zu verhindern. Die Versuchsrei-

he zur Abrasionsfestigkeit der Nanokompositbeschichtung zeigte, dass unter
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den in dieser Studie gewédhlten Bedingungen, d.h. bei bis zu 100.000 Abra-
sionszyklen, kein Verschleiss der Beschichtungen und nur eine geringe Re-

duktion der ,easy-to-clean®- Eigenschaften festzustellen war.
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