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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Ziel: In dieser in-situ-Studie sollen antibakterielle und antiadhirente Effekte der Tanninsédure
und deren Kombination mit Natriumfluorid und Pufferlosung auf den oralen Biofilm untersucht

werden.

Material und Methode: Vier Probanden haben jeweils drei bovine Schmelzpriifkdrper je
Quadrant im Oberkiefer fiir 48 h getragen. Die Probanden sollten nach 3 min und anschlieSend
alle 12 h fiir 30 s mit je 10 ml einer Spiillosung spiilen. Alle Probanden spiilten mit Wasser,
Chlorhexidin (0,2 %), Tanninsdure (5 %; pH = 2,3), Natriumfluorid (500 ppm F; pH = 7,9)
sowie Tanninsdure und Natriumfluorid (pH = 3,9). In einem zweiten Teil spiilten zwei Proban-
den zusitzlich mit Phosphatpuffer (150 mM; pH = 7,5) und Tanninsdure plus Phosphatpuffer
(pH = 5,5). Nach 48 h wurden die Priifkdrper entnommen und mit LIVE/DEAD BacLight an-
gefiarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Weitere Ergebnisse wurden mit dem Raster-

elektronen- und Transmissionselektronenmikroskop gewonnen.

Ergebnisse: Die Priifkorper waren bei der Spiilung mit Wasser fast vollstdndig mit gleicher-
maflen lebenden und toten Bakterien bedeckt. Mit Chlorhexidin konnte der Biofilm in dieser
Studie am stirksten reduziert werden. Die Spiilung mit Natriumfluorid zeigte eine geringfiigige
Reduktion der Bedeckung. Tanninséure hatte einen guten antibakteriellen Effekt, der Bede-
ckung und Vitalitét signifikant reduzierte. Es zeigten sich jedoch erosive Verdnderungen an der
Schmelzoberflache. Die Kombination mit Natriumfluorid konnte nur die Bedeckung noch wei-
ter reduzieren, die Vitalitédt blieb nahezu unveréndert. Die Pufferlésung hatte dhnlich der Nega-
tivkontrolle keinen Effekt auf den Biofilm. Die Kombination mit Tanninsdure zeigte, vergli-
chen mit reiner Tanninsédure, eine héhere Bedeckung bei verminderter Vitalitét. Es fanden sich

keine erosiven Verdnderungen.

Schlussfolgerung: Tanninsiure zeigt gute antibakterielle und antiadhdrente Ergebnisse. Die
Kombination mit Natriumfluorid hatte fast keine Steigerung der antibakteriellen Wirkung zu-
folge. Nach Kombination mit der Pufferlésung konnten die unerwiinschten erosiven Schmelz-
veranderungen beseitigt werden. Gleichzeitig konnte ein dhnlich guter antibakterieller Effekt
erzielt werden wie mit reiner Tanninsdure. Tanninsdure ist auch ohne den sauren Charakter
antibakteriell und antiadhérent wirksam. Damit ist sie ein vielversprechendes orales Antisepti-

kum.
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1.2 Abstract

Objectives: The present in-situ study has the aim to investigate the antibacterial and anti-ad-
herent effects of tannic acid, and its combinations with sodium fluoride and buffer solution, on

the oral biofilm.

Materials and methods: Four volunteers each carried three bovine enamel specimens per
quadrant with upper jaw splints. Every subject had to rinse with the following agents: water,
chlorhexidine (0,2 %), tannic acid (5 %; pH = 2,3), sodium fluoride (500 ppm F~; pH = 7,9) as
well as tannic acid and sodium fluoride (pH = 3,9). In a second trial two subjects rinsed addi-
tionally with a buffer solution (150 mM; pH = 7,5) and tannic acid plus buffer solution (pH =
5,5). Beginning after 3 min, then every 12 h the subjects rinsed with 10 ml of the agents for 30
s. After 48 h the specimens were removed for analysis. The oral biofilm was stained with
LIVE/DEAD BacLight and evaluated with the fluorescence microscope. In addition, scanning

electron microscopy and transmission electron microscopy were performed.

Results: The negative control with water showed a nearly fully biofilm covered specimen, fea-
turing equal amounts of dead and live bacteria. Chlorhexidine was able to reduce both param-
eters surface coverage and biofilm vitality the most in this study. Sodium fluoride showed a
low reduction of biofilm coverage. Tannic acid had a good antibacterial effect and reduced
coverage as well as vitality significantly. However, the specimens revealed erosive changes of
the enamel surface. The combination with sodium fluoride was not able to influence the biofilm
vitality, but slightly reduced surface coverage. The buffer solution had no effect on the biofilm
and was just as similar as water. Rinsing with buffered tannic acid resulted in a higher coverage,
compared with regular tannic acid, with a slightly lower vitality. There were no erosions de-

tected.

Conclusion: Tannic acid provides good antibacterial and anti-adherent effects. Sodium fluoride
itself had no significant impact on the biofilm formation and vitality. While the combination of
tannic acid and sodium fluoride couldn’t improve the effects by much, the erosive changes were
still detected. The buffered tannic acid solution showed similar results as just tannic acid but
without any hint of erosion. In conclusion, tannic acid seems to be a promising oral antiseptic
despite the lack of biofilm coverage reduction. Furthermore, this study shows that the effects

are reproducible without the acidic character of itself.
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2 Einleitung

Bei der Entstehung oraler Erkrankungen, wie beispielsweise Karies oder Parodontopathien,
spielt der bakterielle Biofilm eine entscheidende Rolle. Karies und Parodontitis gehdren heut-
zutage weltweit immer noch zu den haufigsten chronischen Erkrankungen des Menschen. Diese
Erkrankungen sind weiterhin die Hauptursache von Zahnverlust und haben eine sehr hohe Pra-
valenz [35]. Parodontitis, welche eine klinisch relevantes Erscheinungsbild zeigt, betrifft schit-
zungsweise 11 % der Gesamtbevolkerung [87]. Der modernen Zahnmedizin stehen eine Viel-
zahl verschiedener Mundspiillosungen mit unterschiedlichen Wirkstoffen zur Kontrolle des
Biofilms zur Verfiigung [20,43,75]. Insbesondere Chlorhexidin (CHX) Mundspiilungen wer-
den hiufig als Goldstandard bezeichnet [9,58]. Studien haben bereits gezeigt, dass eine effek-
tive Therapie Biofilm-assoziierter Erkrankungen stark von der Mitarbeit und damit von der
oralen Hygiene der Patienten abhingt [10,66,70]. Eine Pravention durch effektive Biofilmbe-
kdmpfung ist eine der Hauptstrategien der heutigen Zahnmedizin und stellt eine besondere Her-
ausforderung fiir Patient und Behandler dar [24,35]. So ist eine einfache Anwendung, damit
auch die Akzeptanz durch den Patienten, ebenso wichtig wie mogliche Nebenwirkungen. Die
trotz moderner Methoden weiterhin hohe Prévalenz dentaler Erkrankungen in der Bevdlkerung
macht neue Strategien, Therapieoptionen und Forschung zu neuen Wirkstoffen und deren Ein-

fluss auf den Biofilm notwendig.

2.1 Literaturiibersicht

2.1.1 Biofilm

Unter Biofilm versteht man ein Kollektiv unterschiedlicher Bakterien, welche in eine extrazel-
luldre Matrix eingebettet sind [51,76]. Diese extrazelluldre Matrix besteht aus Polysachariden,
welche das Geriist bilden, sowie hauptséchlich aus Wasser. Die Polysacharide konnen von Bak-
terien in Phasen der Abwesenheit von Zucker abgebaut werden und zur Energiegewinnung ge-
nutzt werden. Die Matrix sorgt fiir mechanische Stabilitét, bietet aber auch noch weitere Vor-
teile fiir den Biofilm. Sie ermdglicht den Transport von Abbauprodukten, Nahrstoffen und unter
anderem auch von Genen zur Resistenzentwicklung gegeniiber Antibiotika [25]. Dadurch wird
der Biofilm gegeniiber dulleren Einfliissen resistenter [11,32]. Der Biofilm ermdglicht auch das
Zusammenleben von anaeroben und aeroben Bakterien, da lokal aerobe Bakterien ein sauer-
stoffarmes Milieu bilden. Abbauprodukte einiger Bakterien konnen anderen Spezies zur Meta-

bolisierung zu Verfligung gestellt werden, welche sonst nicht genutzt werden kdnnten [49,100].

_3-
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Die Haftung des Biofilms an Zahnoberflichen wird durch die Pellikel vermittelt. Das ist eine
bakterienfreie Schicht, vornehmlich bestehend aus Proteinen [39]. Speichelproteine und von
Bakterien produzierte Proteine lagern sich durch elektrostatische Wechselwirkungen an die
Zahnoberfldche an. Das verhindert ein einfaches Abldsen des Biofilms [2,21]. Die Zahnober-
fliche besteht hauptsiachlich aus Hydroxylapatit, eine mineralische Verbindung aus Calcium
und Phosphat. Dieses unterliegt einem Loslichkeitsgleichgewicht, bei dem sich vor allem Cal-
cium aus dem Hydroxylapatit im Speichel 16st. So entsteht eine Doppelschicht aus negativ ge-
ladener Zahnsubstanz und positiver Calciumschicht. Hier konnen nun Proteine elektrostatisch
binden [40,41]. Weitere Proteine kdnnen dann durch Wechselwirkung andocken, sodass sich
nach circa 3 min die Pellikel bildet. Diese erfiillt mehrere Funktionen. Sie vermittelt durch spe-
zielle Proteine antimikrobielle Eigenschaften, kann tiber Carboanhydrasen den pH-Wert stabi-
lisieren und bietet Schutz vor Erosion und Abrasion [3]. Enzyme aus dem Speichel beeinflussen

die Pellikel und konnen zum Teil selektiv an die Pellikel binden [39].

Allerdings ist die Pellikel auch fiir die Adhdsion von Bakterien aus der Mundhohle verantwort-
lich [21,76]. Uber beispielsweise elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbin-
dungen und Van-der-Waals Kréfte wird eine Anhaftung an die Pellikel erreicht. Ein starker
Verbund wird anschlie3end tiber Adhésine vermittelt, welche sich auf der Zelloberfliche von
Bakterien anlagern und eine Bindung an Proteine der Pellikel-Schicht ermdglichen. Durch Aus-
bilden der extrazelluldren Matrix und Adhésion weiterer Bakterien entsteht nach einiger Zeit
eine komplexe bakterielle Gemeinschaft [40,41]. Dennoch ist ein florierender Biofilm kein al-

leiniger Faktor fiir die Entstehung von Parodontopathien oder Karies.

2.1.2 Erosion

Erosion an der Zahnhartsubstanz ist ein chemischer Prozess ohne Beteiligung von Bakterien.
Grundlage ist eine Verschiebung des Gleichgewichtes zu Gunsten der Demineralisierung von
Zahnhartsubstanz [45]. Dies geschieht durch die Einwirkung saurer Substanzen auf die Zahn-
oberflache [27,72]. Haufig handelt es sich dabei um saure Nahrungsmittel, aber auch korperei-
gene Sduren wie zum Beispiel die Magensdure wirken erosiv. Erosive Zahnhartsubstanzdefekte
konnen unterschiedlich stark ausgeprégt sein, abhingig von der Sdure und der Einwirkzeit. Da-
bei sind Defekte von bis zu mehreren Mikrometer moglich. Meist als glatte, matte Kavitationen
sichtbar konnen sie auch grof3e Teile der Zahnoberflache erweichen [72,109]. Durch Reibung

kann sich der Auspriagungsgrad verschlimmern.
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Die erosiven Eigenschaften der sauren Agenzien sind abhdngig von verschiedenen Faktoren
wie pH-Wert, Pufferkapazitit des Speichels, Adhésion an die Zahnhartsubstanz sowie Mine-
ralkonzentration von Calcium, Phosphat und Fluorid des Zahns [48]. Die Frequenz und Ein-
wirkzeit der Sdure spielt ebenfalls eine grof3e Rolle [17,73]. In Studien wurde bereits der Ein-
fluss von verschiedenen erosiven Nahrungsmitteln auf den Zahnschmelz untersucht [73,104].
Ansitze verschiedener Spiillésungen und Substanzen zur Remineralisierung und Privention
erosiver Effekte wurden bereits ausgiebig untersucht [17,48,67,69,81,82,84,108]. So sind auch
Mundspiilungen zum Teil sauer, jedoch fiihrt nicht jeder pH-Wert-Abfall zu erosiven Verinde-
rungen. Abhingig von Calcium- und Fluoridgehalt der Substanzen konnen erosive Verdnde-

rungen durch Remineralisation verhindert werden [73].

2.1.3 Mundspiilungen

Mundspiilungen finden in der Zahnmedizin bereits seit vielen Jahren Anwendung. Erste Mund-
spiilungen wurden vorwiegend gegen schlechten Mundgeruch eingesetzt und bestanden haufig
aus einfachen Kriutermischungen. Mittlerweile sind etliche Mundspiilungen auf dem Markt.
Insbesondere als unterstiitzende MaBBnahme zur tiglichen Mundhygiene und zur Therapie von
oralen Erkrankungen werden sie gegen Mundgeruch, Karies, Parodontitis und Gingivitis ein-
gesetzt. Mundspiilungen bieten den groBBen Vorteil der einfachen Anwendung. Heutzutage sind

sie aus der modernen Zahnmedizin nicht mehr wegzudenken.

Die Akzeptanz und damit auch die effektive Nutzung beruhen auf Geschmack, Farbe und Ge-
ruch. Auch die Nachfrage nach natiirlichen Inhaltsstoffen ist vielen Nutzern wichtig [37]. Viele
Mundspiilungen enthalten zudem Alkohol [20]. Eine CHX-Spiillosung gilt als Goldstandard in
der Zahnmedizin, doch durch das Nebenwirkungsprofil ist sie nur eingeschriankt zur dauerhaf-

ten Anwendung geeignet [58].

2.1.4 Chlorhexidin

CHX ist ein positiv geladenes Molekiil aus der Gruppe der Polybiguanide. Bereits seit vielen
Jahrzehnten in der Zahnmedizin eingesetzt wurde es anfangs vorwiegend in der Chirurgie zur
Desinfektion genutzt [85]. Es zeigt antimikrobielle Eigenschaften [30,58,65]. Durch die positiv
geladenen Gruppen ist es in der Lage, an die negativ geladene Zelloberflache von Bakterien zu
binden und die Integritdt der Zellwand zu beeinflussen. CHX wirkt somit bakteriostatisch [65].
AuBerdem kann es in Bakterien eindringen und deren Metabolismus durch Komplexbildung
mit Phosphat storen. Es kommt zu einer Ausfillung der Komplexe bei hohen CHX-

Konzentrationen, wodurch es auch bakterizid wirkt [14,19,88]. In Studien konnte die Wirkung

-5-
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auf den Biofilm bereits nachgewiesen werden [8,14,19,78]. Auch konnte eine Reduktion von
Bakterien auf der Zunge und damit eine Verbesserung von Mundgeruch nachgewiesen werden

[14,94].

CHX hat auBlerdem einen direkten Einfluss auf die Pellikel in-situ. Es interagiert mit den nega-
tiv geladenen Speichelproteinen und verhindert so die Ausbildung der Pellikel. Zudem kann es
an die Pellikel selbst binden [86,88]. Diese Schicht ist essenziell fiir die Entstehung eines Bio-
films. Durch die Bindung an Polysacharide der extrazelluldren Matrix und der Glykokalyx von
Bakterien wird deren Adhésion gestort [19,78,79,88]. Dadurch wirkt CHX um bis zu 12 Stun-
den nach Ende der Spiilung nach [30,65,86]. Trotz der liberragenden Wirksamkeit von CHX
wird weiter geforscht, um Alternativen zu entwickeln. Auch Kombinationen zur Verbesserung
des Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil werden untersucht [89]. So konnte gezeigt werden,
dass eine Kombination von CHX mit Phosphatpuffern die Heilung einer Medikamentenbeding-

ten Osteonekrose signifikant verbessern kann [105].

Eine Studie von Sadat et al. (2015) konnte zeigen, dass die Zugabe von Fluoriden zu CHX-
Spiillésungen die Anzahl der S. mutans Bakterien im Speichel signifikant verringert. Die Ne-
benwirkungen waren allerdings etwas ausgepréagter als in der Vergleichsgruppe. Dagegen ste-
hen die Ergebnisse einer weiteren Studie, bei der eine Kombination mit Natriumfluorid und

Triclosan weniger effektiv war, aber auch weniger Verfiarbungen auftraten [64].

Durch das Nebenwirkungsprofil, das insbesondere bei Langzeitanwendungen auftritt, ist CHX
nicht fiir den dauerhaften und praventiven Gebrauch geeignet. Besonders die braunlich-kupfer-
farbenen, extrinsischen Zahnverfarbungen zdhlen zu den hiufigsten Nebenwirkungen [85].
Diese treten bereits nach einigen Tagen auf und sind bei der tidglichen normalen Mundhygiene
kaum zu entfernen [6]. Die genaue Ursache hierfiir ist trotz verschiedener Theorien nicht ab-
schlieBend geklart. CHX kann Reaktionen von Polysachariden mit Aminoséduren katalysieren,
deren Produkte die spezifische Farbe aufweisen. Durch Spaltung von Proteinen konnen Metal-
lionen mit diesen reagieren und farbige Komplexe bilden. Weitere Nebenwirkungen sind Ge-
schmacksstorungen, Schleimhautveranderungen und verstdrkte Zahnsteinbildung. Diese Ef-
fekte sind reversibel. In dieser Arbeit werden daher Alternativen zu CHX-Spiillosungen unter-

sucht.
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2.1.5 Tanninsdure

Die der Gruppe der Polyphenole zugehdrige Tanninsdure ist ein wasserldslicher und in der Na-
tur vorkommender Stoff. Sie ist vor allem in Rotwein, Tee, Krautern und Eichen zu finden.
Durch die Nahrung nehmen wir Menschen beinahe taglich Polyphenole zu uns [33]. Ein beson-
deres Merkmal ist die adstringierende Wirkung des Stoffes. Polyphenole sind mit mindestens
zwei Hydroxylgruppen ausgestattete, aromatische Verbindungen. Die Eigenschaften von Poly-
phenolen sind bereits lange bekannt und finden auch in der modernen Medizin Anwendung
[54]. Es wurden bereits antioxidative und antimikrobielle Eigenschaften nachgewiesen
[92,106]. Zudem sind Polyphenole in der Lage an DNS zu binden und innerhalb von Zellen
oxidativen Stress auszuldsen [62]. Diese Eigenschaften konnten eine Erklarung fiir die antibak-
terielle Wirkung sein. In der Zahnmedizin spielt vor allem die Bindung an verschiedene Prote-
ine, Mucine, sowie Amylase und Cystatin eine Rolle [106]. Durch die Reaktion mit diesen
kommt es zur Ausfillung von Komplexen, besonders in der Pellikel-Schicht [12,34,46,57].
Auch die Komplexbildung mit Metallionen und die Adhdsion der Mikroorganismen spielt eine

Rolle fiir die Uberlebensfihigkeit der Bakterien [101].

In einer Ubersichtsarbeit von Kaczmarek (2020) konnten antibakterielle und antivirale Eigen-
schaften der Tanninsdure aufgezeigt werden. Auch bei Tanninsdure konnten bereits Zahnver-
farbungen bei ldngerer Anwendung beobachtet werden [83]. Untersuchungen mit Tanninsdure
hinsichtlich der Effekte auf die Pellikel wurde von Xi ef al. (2020) in einer Studie bereits durch-
gefiihrt. Dabei wurden bovine Schmelzpriifkdrper an Schienen im Oberkiefer eines Probanden
befestigt. Zwei Mal tiglich wurde mit 1 %iger Tanninsdure gespiilt und nach 24 h ausgewertet.
Unter dem Elektronenmikroskop zeigte sich eine Verstiarkung der Elektronendichte an der Pel-
likel-Schicht. AuBBerdem wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop eine Biofilm Reduktion beo-
bachtet. Die Anwendung polyphenolhaltiger Wirkstoffe bzw. Kréuter in der Therapie von Pa-
rodontopathien wurde bereits in mehreren Studien beschrieben [29,31,102]. Es konnte auch
eine effektive Biofilmreduktion an bovinen, in-situ getragenen, Dentin-Priifkorpern nachgewie-
sen werden [91]. Polyphenole zeigen im Allgemeinen eine Reduktion der initialen bakteriellen

Adhérenz [42].

Tagashira et al. (1997) haben bereits Versuche mit polyphenolhaltigen Hopfenldsungen (Hu-
mulus lupulus L.) durchgefiihrt. Dabei wurden Polyphenole mit hohem und niedrigem Moleku-
largewicht in unterschiedlichen Konzentrationen direkt auf Bakterienkulturen der Spezies S.
mutans und S. sobrinus aufgetragen. AnschlieBend wurden diese mit Enzymen, Glycolystrans-

ferasen und Néhrstoffen versehen und fiir 24 h inkubiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass
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hochmolekulare Polyphenole bereits in niedrigen Konzentrationen effektiv die Zelladhédsion
behindern und sogar die Glycoslytransferase inhibieren [101]. Tanninsdure kann zudem spezi-
elle ATPasen an Bakterienmembranen storen. Dies flihrt zu einem gestorten lonenfluss. Als
Folge wird die Membran durchldssiger fiir verschiedene Stoffe, was den Energiestoffwechsel
und die Signalkaskaden beeintrichtigt [1,91]. Insgesamt kann festgestellt werden, dass sich
viele Studien mit der Anwendung von in der Natur vorkommenden Wirkstoffen beschiftigen
[15,18,22,30,56,60,77,96,97,110]. Es konnten vor allem antimikrobielle Effekte nachgewiesen
werden. Diese macht sich die traditionelle Krautermedizin auch bezogen auf den dentalen Bio-
film zu nutze. Zudem konnten Effekte auf Speichelproteine und Pellikel nachgewiesen werden.

Dort zeigten sich charakteristische Verdanderungen [46,56,110].

Tanninsdure zeigt jedoch auch unerwiinschte Wirkungen. Dazu zdhlen Geschmacksirritationen,
ein anhaltendes Mundtrockenheitsgefiihl und Zahnverfarbungen [83]. Tanninsédure kommt ins-
besondere in solchen Lebensmitteln vor, welche einen hohen Sduregehalt aufweisen. Tannin-
sdure selbst ist eine Sdure. Saure Lebensmittel und auch Tanninsdure haben das Potenzial, den
Zahnschmelz durch Erosion zu schadigen [73,104]. Im Rahmen der Arbeit werden Spiillosun-
gen mit Tanninsdure verwendet. Es soll die Wirkung auf den Biofilm und die Schmelzoberfli-
che untersucht werden. Es gibt jedoch keine in-situ-Studien (Stand 2024), die eine Kombination
von Tanninsdure mit anderen Substanzen zur Optimierung von Effekten und Nebenwirkungen

untersuchen haben.

2.1.6  Fluoridverbindungen

Die Anwendung von Fluoriden gehdrt zu den hdufigsten Mallnahmen der Kariespravention.
Die Zufuhr erfolgt meist topisch in Form von Zahnpasta, Gelee oder Mundspiilungen. Auch die
systemische Applikation mittels Tabletten, der Nahrung oder {iber das Trinkwasser ist moglich.
Die kariesprotektive Wirkung ist durch viele Studien belegt [28,38,44,99]. Zwei wesentliche
Effekte sind hierfiir verantwortlich. Zum einen der Austausch von dentalem Hydroxylapatit
durch das schwerer 16sliche Fluorapatit. Zum anderen spielt die Bildung einer Calciumfluorid-
schicht auf der Zahnoberfliche als Depot fiir Fluorid-lonen eine Rolle [93]. Diese beiden Ef-
fekte sorgen auch fiir eine erhohte Sdureresistenz, insbesondere gegen die von Bakterien gebil-
dete Milchséure [74]. Fluoride in Zahnpasta und Mundspiilungen kommen in unterschiedlichen
Verbindungen vor. Eine der héaufigsten ist Natriumfluorid. Die Fluoridkonzentration unter-
scheidet sich je nach Produktart und Hersteller [99]. In handelsiiblichen Mundspiilungen sind
Natriumfluoridkonzentrationen von etwa 500 ppm Fluorid zu finden. Auch in Studien werden

solche Konzentrationen verwendet [61,63].
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In einer Studie von Kirsch et al. (2019) konnte gezeigt werden, dass Fluoride effektiv bei der
Inhibition des initialen Biofilms sind. Insbesondere Zinnfluorid und Aminfluorid konnten sich
hervorheben. Auch eine weitere Studie von Kensche ef al. (2017) konnte nachweisen, dass Flu-
oride durch Modifikation der Pellikel eine bakterielle Adhésion verhindern. Die Studien konn-
ten eine Reduktion der bakteriellen Biofilmbildung, insbesondere innerhalb der ersten 24 h,
nachweisen [43,61,63]. Ein signifikanter protektiver Effekt gegen Erosion konnte bei Natrium-
fluorid nicht nachgewiesen werden [23]. Entscheidend fiir diese Prozesse ist ein leicht saurer
pH-Wert, der eine Remineralisierung des Zahnschmelzes und die Bildung von Fluorapatit er-
moglicht [26]. Mundspiilungen mit vornehmlich Natriumfluorid werden daher fiir die Kari-
espriavention vermarktet. Fluoride sind die Wirkstoffe der Wahl [93]. Die Nachfrage und der
Forschungsdrang nach Kombinationen zur Wirkungsoptimierung sind hoch. Es gibt jedoch we-
nig Studien, die den ldngeren Einfluss solcher Fluorid-Kombinationen auf den Biofilm unter-

sucht haben.

2.1.7 Pufferlosungen

Pufferlosungen sind Stoffgemische, die aus einer schwachen Sdure und ihrer korrespondieren-
den Base bestehen. Charakteristisch ist, dass sich der pH-Wert des Systems bei der Zugabe
einer starken Sdure oder Base nur unwesentlich dndert, verglichen mit ungepufferten Losungen.
Puffersysteme konnen geschlossen funktionieren oder mit ihrer Umgebung interagieren. Dabei
geben sie Reaktionsprodukte an ihre Umgebung ab, um den pH-Wert zu stabilisieren. Das Ver-
héltnis der beiden Pufferpaare zueinander ist der entscheidende Faktor bei der Einstellung des
pH-Wertes. Die Pufferkapazitit beschreibt die Menge, die ein solches System bei Zugabe einer
Saure oder Base abpuffern kann, bevor sich der pH-Wert wesentlich dndert. Es kann also als
MaB fiir die Effektivitdt angesehen werden [50]. Als MaB fiir die Stirke einer solchen Sdure
oder Base wird die Sdurekonstante pKs verwendet. Fiir Pufferldsungen werden idealerweise
mittelschwache Sduren bzw. Basen verwendet. Zur Berechnung und annéherungsweisen Dar-
stellung eines solchen Systems wird die Henderson-Hasselbalch-Gleichung herangezogen. Sie
wird nachfolgend definiert als: pH = pKa — logio ((HA]/[AT]). Dabei steht HA fiir das proto-
nierte Pufferpaar und A" fiir das deprotonierte Gegenstiick. Der pKa-Wert steht hier fiir die Séu-

rekonstante pKs. Diese Konstante ist individuell abhéngig von der Puffersubstanz [36].

Zu den bekanntesten Puffer gehoren der Phosphatpuffer, Kohlensédure-Bicarbonat-Puffer, Es-
sigsdure-Acetat-Puffer und der Ammoniakpuffer. Bei der Physiologie des Menschen spielt ins-
besondere der Kohlensédure-Bicarbonat und der Phosphatpuffer eine wichtige Rolle, beispiels-

weise bei der Einstellung des Blut pH-Wertes [50].
-9.
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Der Phosphatpuffer ist auch in der Lebensmittelindustrie etabliert, wie z.B. bei der Herstellung
von Softgetrinken wie Coca-Cola® oder Ahnlichem [55]. Liao und Shollenberger (2003) konn-
ten in einer Versuchsreihe nachweisen, dass verschiedene humanpathogene Bakterienspezies
in Phosphatpufferlésung fiir mehrere Jahre autbewahrt werden konnen. Es konnte sogar gezeigt
werden, dass die Bakterien ldnger iiberlebten als in sterilem Wasser [68]. Der menschliche
Speichel arbeitet ebenfalls mit diesen Puffersystemen, um den pH-Wert im oralen Milieu kon-
stant zu halten. Dadurch konnen saure Nahrungsmittel abgepuffert und Demineralisationspro-
zesse verhindert werden [17,26,104]. Puffersysteme spielen also eine wichtige Rolle bei der

Entstehung von Erosionen und Karies.

Studien zur Untersuchung des Einflusses von Phosphatpuffer oder anderen rein gepufferten
Losungen auf den oralen Biofilm hat es bisher nicht gegeben. So finden sich keine Versuchs-
reihen, in denen Probanden mit Pufferlésungen spiilen mussten, oder in denen Pufferlésungen
speziell auf in-situ geformten Biofilm appliziert wurden. Puffer wurden lediglich zur Stabili-
sierung von Testlosungen verwendet [82,105]. Es finden sich auch keine wissenschaftliche
Publikationen iiber die Anwendung von gepufferten Losungen in der Mundhdhle. In der Medi-
zin kommen ebenfalls keine direkten Pufferlésungen zur Anwendung. Indirekt wird die Ringer-
Lactat-Losung als Puffer eingesetzt. Die Lactat-lonen werden in der Leber metabolisiert und

die freiwerdenden Hydrogencarbonat-Ionen beeinflussen den Blut pH-Wert [5].

Die fehlenden Studien geben Anlass den Einfluss auf den Biofilm, Schmelzoberflache und die

Moglichkeiten zur Kombination zu untersuchen.

2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Die vorliegende in-situ-Studie untersucht die Wirkung von Tanninsdure, Fluoriden, Pufferlo-
sungen und deren Kombinationen auf den 48 h Biofilm. Es sollen mégliche antibakterielle und
antiadhdrente Effekte gezeigt werden. Es stellt sich die Frage, ob sich diese Spiilldsungen von
der Negativkontrolle Wasser unterscheiden und ob sie dhnlich effektiv wie CHX bei der Re-
duktion der oralen Biofilm-Entstehung sind. Weiter soll die Frage gekldrt werden, inwiefern
die Kombinationen sich in ithren Wirkungen ergénzen oder behindern. Auch mogliche erosive
Effekte sollen untersucht werden. Ziel war es, durch die Kombination der Substanzen, einen

moglichen kumulativen Effekt aufzuzeigen und Alternativen gegeniiber CHX zu finden.
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3 Material und Methode

3.1 Probanden

Insgesamt vier Probanden (je zwei méannlich und weiblich) im Alter zwischen 23 bis 28 Jahren
nahmen an der Studie teil. Die Probanden waren Studenten und wurden im Hinblick auf ihre
Mundgesundheit untersucht. Alle Teilnehmer hatten ein kariesfreies Gebiss und zeigten keine
Parodontopathien. Es lagen keine Allgemeinerkrankungen vor und es wurden keine regelmafi-
gen Medikamente eingenommen. Die Zustimmung durch die Ethikkommission der Arztekam-

mer des Saarlandes (Kennnummer 54/21, 2021) lag vor Beginn vor.

3.2 Priifkorper

Die folgende Studie nutzte Schmelz-Dentin-Priifkérper bovinen Ursprungs. Die Priifkdrper
(PK) wurden aus den Unterkieferfrontzdhnen von Rindern des Schlachthofes in Zweibriicken
gewonnen. Mittels einer Trennscheibe wurde aus den vestibuldren Glattflachen ein Rohling
gefertigt. Anschlieend wurden diese in aufsteigender Kérnung mit Siliziumcarbid Schleifpa-
pier (CarbiMet™, Buehler, Illinois, USA) an einer Schleifmaschine (Phoenix 3000 Variable
Speed Grinder-Polisher, Illinois, USA) mit Wasser in Form gebracht. Mit einer Schichtstirke
von circa 2 mm und einer Kantenldnge von circa 5 mm wurde ein annidhernd quadratischer PK
hergestellt. Dabei wurde ein Verhéltnis von Schmelz zu Dentin von 1:3 eingehalten. Die Den-
tinschicht dient spater als Orientierung, aullerdem stabilisiert sie die Schmelzschicht und macht
diese bruchsicherer. Fiir jeden Versuch wurden jeweils vier PK angefertigt, deren Schmelz-
oberfliche mit Nassschleifpapier der Kérnung P 2500, sowie der Kérnung P 4000 poliert wur-

den. Die so hergestellten PK wurden unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.

Die PK, die nicht sofort weiterverwendet wurden, sowie unfertige wurden bei 4 °C in 0,1 %iger
Thymol-Losung (Apotheke des Universititsklinikums des Saarlandes, Homburg, Deutschland)
im Kiihlschrank aufbewahrt. Vor Durchfiihrung eines Versuches wurden die PK gemil3 Reini-
gungsprotokoll behandelt. Nach dreiminiitigem Einlegen in 3 %igem Natriumhypochlorit (Nat-
riumhypochlorit-Losung 3 % DAC 500 ml, Hedinger, Stuttgart, Deutschland) wurden die PK
mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) abgespiilt und fiir 5 min in VE-Wasser im Ultraschall-
bad gereinigt. AnschlieBend wurden diese in 70 % Isopropylalkohol (Isopropylalkohol 70 %,
Hedinger, Stuttgart, Deutschland) fiir 15 min eingelegt. Abschlieend wurde jeder PK mit ste-
rilem Wasser (Ampuwa, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) abgespiilt und fiir

-11 -



Material und Methode

mindestens 6 h bei 4 °C zur Rehydratisierung aufbewahrt. Danach konnten die PK fiir die Ver-

suchsreihe weiterverwendet werden.

3.3 Spiillosungen

Die Negativkontrolle erfolgte mit sterilem Wasser, wofiir bereits eine gebrauchsfertige Am-
puwa-Losung zur Verfligung stand. Fiir die Positivkontrolle mit CHX wurde ebenfalls eine ge-
brauchsfertige Losung genutzt. Eine 0,2 %ige Chlorhexidindigluconat-Losung (Apotheke des
Universitétsklinikums des Saarlandes, Homburg, Deutschland) wurde verwendet. Die Spiillo-
sungen mit Natriumfluorid, Tanninsdure und Phosphatpuffer wurden fiir eine Versuchsreihe
auf Vorrat hergestellt. Dabei wurden die Vorratsgefa3e bei 4 °C fiir maximal drei Monate ge-

lagert. Fiir jede Versuchsreihe wurden die Spiilldsungen erneut auf Vorrat hergestellt.

Zur Herstellung einer 10 %igen Tanninsdure-Losung diente ein hochmolekulares Tanninsdure-
pulver (Sigma®, Saint Louis, USA). Nach Abwiegen von 10 g wurde unter Verwendung eines
Magnetriihrers (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) mit steri-
lem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Bei Raumtemperatur wurde die Losung fiir 30 min umgeriihrt
und anschliefend eingelagert. Fiir die Herstellung einer 0,2 %igen Natriumfluorid-Lésung
diente Natriumfluoridpulver (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Insgesamt
0,2 g des Pulvers wurden, ebenfalls mittels Magnetriihrer, mit sterilem Wasser auf 100 ml er-
géinzt. Das entspricht einem Fluorid-Gehalt von 1000 ppm. Die Pufferlésung wurde selbst an-
gesetzt. Die beiden Ausgangssubstanzen waren Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) und
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4). Fiir eine Phosphat-gepufferte Losung der Molaritét
300 mM wurden 2,46 g Na,HPO4 und 1,53 g NaH>PO4 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Schwab-
ach, Deutschland) zusammengegeben, anschlieBend mit sterilem Wasser auf 100 ml erginzt
und geriihrt und mit Millex® Inline-Filtern (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) steril fil-
triert. Die Phosphatkonzentration der Losung betrug 89 mg, vergleichbar mit dem Phosphatan-
teil in 100 ml H-Milch [80].

Vor Versuchsdurchfithrung wurden die Losungen fiir 30 min erneut mit dem Magnetriihrer
durchmischt und 10 min ruhen gelassen. AnschlieBend wurden je 20 ml der Spiillésungen in
ein Falconrdhrchen gegeben und fiir die Probanden vorbereitet. Vor der Spiilung durch den
Probanden wurden die Spiillosungen im Verhéltnis 1:1 mit sterilem Wasser verdiinnt, damit die
finale Konzentration der Spiillésungen erreicht wird. Auflerdem wird so eine addquate Durch-
mischung erzielt. Die Kontrollen mit CHX und sterilem Wasser wurden als Fertiglosung ver-

wendet. Fiir die Versuche mit den Kombinationsspiillosungen wurde jeweils Tanninsdure und
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Natriumfluorid bzw. Tanninsdure und Phosphatpuffer im Verhiltnis 1:1 gemischt. Durch die
Verwendung von Stammldsungen und der anschlieenden Verdiinnung ergeben sich folgende
Konzentrationen der Testlosungen: Tanninséure 5 %, Phosphatpuffer 150 mM, Natriumfluorid

500 ppm F. In Tabelle 1 sind alle Spiillésungen und ihre pH-Werte aufgelistet.

Tabelle 1: Spiillosungen und ihre gemessenen pH-Werte

Spiillésung pH-Wert
Steriles Wasser 5,7
CHX 0,2 % 9,4
Natriumfluorid 500 ppm F- 7,9
Tanninsadure 5 % 2,3
Phosphatpuffer 150 mM 7,5
Tanninsdure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F- 3,9
Tanninsdure 5 % + Phosphatpuffer 150 mM 5,5

3.4 Versuchsablauf

Fiir jeden Probanden wurden auf einem Gipsmodell aus Tiefziehfolien (DURAN®, Scheu Den-
tal GmbH, Iserlohn, Deutschland) zwei Kunststoffschienen angefertigt: je eine fiir den ersten
und zweiten Quadranten und jeweils vom ersten Prdmolaren bis zum zweiten Molaren zuge-
schnitten. Zur besseren Retention wurden in die Schienen circa 5 mm grofle Locher in regel-
méBigen Abstinden gebohrt. Die PK wurden mit einem diinnflieBenden Silikon (President light
body, Coltene/Whaledent GmbH + Co. KG, Langenau, Deutschland) bukkal auf der Schiene
befestigt. Fiir jeden Versuch wurden je Quadrant drei PK befestigt, zwei in der Kérnung P 2500,
ein PK in der Kérnung P 4000 (Abb. 1). Auf Nahrung wurde 2 h vor dem Einsetzen der Schiene
verzichtet. Die beiden Schienen wurden fiir 48 h intraoral getragen und nur zum Essen heraus-
genommen und in feuchtem Milieu gelagert. Wéahrend der gesamten Tragedauer wurden die
Zéhne nur mit Wasser und Zahnbiirste gereinigt, wobei die Schiene nicht getragen wurde. Auf
die Anwendung von hauslichen Mundspiilungen, Kaugummis und &hnlichem wurde verzichtet.
Es wurde iiberwiegend Wasser getrunken und bei Konsum anderer Getrinke wurde die Schiene

in feuchtem Milieu gelagert.
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Abb. 1: Rechte Trageschiene auf dem Modell eines Probanden. Die
Zahlen 1 bis 3 zeigen die fixierten PK in Silikon. PK 1 und 2 in der
Koérnung P 2500, PK 3 in der Kérnung P 4000.

Vor der Applikation der Spiillésung wurden je 5 ml der Spiillosung und Wasser oder der kom-
binierten Spiilldsungen zusammengegeben und vorsichtig durch Schwenken des Falcon-Rohr-
chens durchmischt. Bei den Kontrollen wurden direkt 10 ml der Losung verwendet. Anschlie-
Bend wurde fiir 30 s mit 10 ml gespiilt. Die Probanden spiilten direkt nach 3 min, dann nach
jeweils 12 h, 24 h und 36 h. Nach 48 h Tragedauer wurden die Schienen abgelegt und die PK
vorsichtig aus dem Silikon geldst. Die PK wurden mit vollentsalztem Wasser aus einer Druck-
flasche abgespiilt, um den Speichel und freie Zellen zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die
Auswertung der PK. Zwischen den einzelnen Versuchsreihen wurde eine Auswaschzeit von
mindestens zwei Tagen eingehalten, um eine Uberschneidung der Effekte zu verhindern. Alle
vier Probanden durchliefen die Hauptversuchsreihe bestehend aus Negativkontrolle, Positiv-
kontrolle, Natriumfluorid, Tanninsdure und Tanninsidure + Natriumfluorid. Zwei dieser Pro-
banden wurden zufillig ausgewéhlt und durchliefen zusitzlich eine Versuchsreihe mit Phos-

phatpuffer und Tanninsiure + Phosphatpuffer (Abb. 2).
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Insgesamt 4 Probanden mit je 3 PK pro Quadrant, je
Versuch (n=144)
( )
: 5 n=24 Davon: 2
Negativkontrolle steriles s 3 sufillige
Wasser
Probanden

g J
( ) 4 )

Positivkontrolle CHX 02 % ke n=24 Versuch 4: Phosphatpuffer | n=12

ositivkontrolle 2% [€ 150 mM <
\. J

( 4 )

Versuch 1: Natriumfluorid 5 n=24 Versuch 5: Tanninsdure 5 % + |_ n=12

500 ppm F- ™ Phosphatpuffer 150 mM >
. J . __ J
( )
n=24

Versuch 2: Tanninsdure 5 %  |[€
\. J
( )

Versuch 3: Tanninséure 5 % + n=24

Natriumfluorid 500 ppm F-

\. J

Abb. 2: Diagramm zur Darstellung des Versuchsablauf mit Anzahl der analysierten PK. TEM = Transmissions-
elektronenmikroskopie, REM = Rasterelektronenmikroskopie.

3.5 LIVE/DEAD® - Farbung und Fluoreszenzmikroskopie

Jeweils zwei PK (poliert bis P 2500) pro Proband, jeweils links und rechts, wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die PK wurden in einer Feuchtkammer temporér gelagert.
Dazu diente ein Well-Platte, in welcher ein fusselfreies Tuch in eine der Mulden platziert und
mit vollentsalztem Wasser befeuchtet wurde. Der zu analysierende PK wurde aus der Feucht-
kammer genommen, mit einem fusselfreien Tuch vorsichtig getrocknet und Markierungen auf
der Schmelzoberflache vorgenommen. Der PK wurde dazu in sechs Segmente eingeteilt, in

jedem dieser wird ein reprisentatives Bild aufgenommen. Zur Fiarbung der Bakterien des
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Biofilms wurde das LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit L7012 (LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit L7012, Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA) verwendet. Das Set besteht aus dem griin fluoreszierendem Farbstoff STYO 9 (3,34 mM,
300 pl Losung in Dimethylsulfoxid) sowie dem rot fluoreszierendem Farbstoff Propidiumiodid
(20 mM, 300 pl Losung in Dimethylsulfoxid) und auBlerdem einem BacLight mounting oil. Die
Farblosungen werden bei -20 °C fiir maximal ein Jahr lichtgeschiitzt gelagert. Beide Farbstoffe
sind in der Lage die Nukleinsduren der Bakterien nachzuweisen. Sie unterscheiden sich in ihrer
Eigenschaft die bakterielle Membran zu penetrieren. STYO 9 kann intakte und beschadigte
Membranen von Bakterien durchdringen, Propidiumiodid lediglich beschiddigte Membranen.
Propidiumiodid verdrdangt STYO 9 in Zellen, in denen beide Substanzen préisent sind. Daher

fluoreszieren Bakterien mit beschddigter Membran rot, solche mit intakter Membran griin.

Jeweils 1 pl beider Farbstofflosungen wurden in 1000 pl 0,9 %iger NaCl-Losung in ein licht-
geschiitztes Eppi-Gefdl pipettiert. AnschlieBend wurde die Farbelosung mit einem Vortex-Ge-
rit vermischt. Die Losung ist bei 4 °C einen Monat haltbar. Der PK wurde mit 15 ul Féarbelo-
sung vollstindig bedeckt und fiir 10 min lichtgeschiitzt inkubiert. Danach wurde der PK in drei
Mulden mit 0,9 %iger NaCl-Losung geschwenkt, um die restliche Farbelosung zu entfernen.
Der PK wurde dann mit einem fusselfreiem Tuch vorsichtig getrocknet. Mit einem Putty-Sili-
kon (Optosil® Comfort® Putty, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) wurde eine Ku-
gel geformt und auf einem Objekttrager platziert. Der PK wurde vorsichtig eingelassen, sodass
die Rander des PK gefasst waren und ein Deckglas die Oberflache nicht beriihren wiirde. Dann
wurde die Schmelzfliche des PK mit 10 pl Mounting-Ol benetzt und das Deckglas aufgesetzt.
Die Oberfliche des PK wurde parallel zur Fliche des Objekttrdagers ausgerichtet, damit ein

Mikroskopieren mit nahezu gleichem Fokus moglich ist.

Mikroskopiert wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axio Imager.M2, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Deutschland). Zunichst wurde in 20-facher Vergréferung die Mar-
kierung aufgesucht, dann wurde auf eine 1000-fache VergroBerung gewechselt. Mit einem Flu-
oresceindiacetat-Filter wird STYO 9 angeregt, welches dann griines Licht mit einer Wellen-
lange von 500 nm emittiert. Propidiumiodid emittiert bei 635 nm rotes Licht, mit Hilfe eines
Ethidiumbromid-Filter. So entstehen zunédchst zwei verschiedene Bilder in Graustufen mit der
Mikroskop-Kamera (AxioCam MRm, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland), wel-
che dann in einer Software zusammengefiigt werden (Axio Vision SE64, Rel. 4.9.1, Carl Zeiss

Microscopy GmbH, Jena, Deutschland). Daraus entsteht ein fertiges, farbiges Bild, das tote
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Bakterien in rot und lebende Bakterien in griin zeigt. Zeitgleich wurde der zweite PK inkubiert

und im Anschluss mikroskopiert. Danach wurde alles im Gefahrstoffabfall entsorgt.

3.5.1 LIVE/DEAD® Auswertung

Die gewonnenen Bilder wurden anschlieBend mittels Software analysiert. Je sechs Bilder pro
PK, damit insgesamt zwdlf Bilder pro Proband und Versuch. Untersucht wurde sowohl die Be-
deckung der Priifkrper als auch die Vitalitit der Bakterien. Die Auswertung erfolgte durch
eine Person. Fiir die Auswertung wurde ein Monitor (ASUS® TUF VG27AQ, WQHD, Taipeh,
Taiwan) mit einer Auflésung von 2560 x 1440 im HDR-Modus verwendet. Es wurde in einem

verdunkelten Raum bei gerader Sicht auf den Monitor ausgewertet.

Die Auswertung der Bedeckung wurde mit dem Programm ImageJ (ImageJ 1.53, NIH, Be-
thesda, Maryland, USA) durchgefiihrt. Die Flache, die mit Bakterien bedeckt war, wurde ma-
nuell ausgewihlt und im Verhéltnis zur Gesamtfliche betrachtet. Dabei wurden die einzelnen
Pixel des Bildes als bedeckt oder nicht bedeckt gezéhlt. Der so erhaltene Wert war die Anzahl
der Pixel, die mit Bakterien bedeckt waren, und wurde in das Verhiltnis zur Gesamtfldche ge-

setzt. Das Ergebnis ist ein Prozentwert.

Die Vitalitdt wurde mit dem Programm MATLAB® (MATLAB® R2021b, The MathWorks®,
Natick, Massachusetts, USA) und dem Zusatzprogramm Viability (Hendrik Héhl, AG Jacobs,
Experimentalphysik, Universitit des Saarlandes, Homburg, Deutschland) ausgewertet. Die Bil-
der wurden in einem griinen Kanal und in einem roten Kanal getrennt dargestellt. Zunédchst
wurden die Untersuchungsparameter festgelegt, da es unter anderem zu Uberlagerungsartefak-
ten kommt, welche als orangene Objekte dargestellt werden. Eingestellt wurde ein Verhéltnis
von 50 % zu 50 % fiir iiberlappende Objekte. Das bedeutet 50 % der orangenen Objekte im
griinen Kanal werden als rot interpretiert, sowie 50 % der orangenen im roten Kanal als griin.
Eine Fraktion von 2,5 % wurde als nicht eindeutig, damit als Abweichung, einberechnet. Der
Objektradius wurde auf den Standardeinstellungen von minimal 2 bis maximal 10 Pixel belas-
sen. Nun wurde manuell die Fliche ausgewihlt, die mit Bakterien bedeckt ist. Dies wurde fiir
den griinen und roten Kanal aller Bilder eines PK durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Bil-
der ausgewertet. Dabei wird in der definierten Fldche jedes griine (lebende) und rote (tote) Bak-
terium gezdhlt. Das Verhiltnis von lebenden Bakterien zur Gesamtanzahl ist die Vitalitdt und

wird als Prozentwert angegeben. Die Werte wurden auf die zweite Dezimalstelle gerundet.
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Material und Methode

3.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde je ein PK links und rechts der
Schiene entnommen. Dies waren die P 4000 PK. Nach Reinigung der PK mit sterilem Wasser
wurden die Dentinschicht des PK mit einem Bleistift markiert. Dann wurden die PK jeweils in
ein 2 ml Mikroreaktionsgefdl gegeben. In diesen befand sich jeweils 1 ml einer TEM-
Fixierlosung, welche sich aus 1 % Glutaraldehyd (Glutaraldehyd, 50 % Losung in Wasser,
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland), 1 % Paraformaldehyd (Paraformal-
dehyd, reinst., pulverformig, Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland) und 0,1 M
Cacodylatpuffer (Cacodylatsdure Natriumsalz Trihydrat, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karls-
ruhe, Deutschland) zusammensetzt. Die Gefa3e wurden bei 4 °C fiir mindestens 24 h gelagert,
bevor sie weiterverwendet wurden. Die PK wurden dann mit 1 %iger Osmiumsaure nachfixiert
und kontrastiert. AnschlieBend wurden, in aufsteigender Reihenfolge von 50 % bis 100 % Ace-
ton, die PK entwissert. Die Proben wurde {iber Nacht in einem Gemisch eingelagert, bestehend
aus: Aceton, 2-Dodecenylbernsteinsdureanhydrid (DDSA) (Agar Scientific Ltd, Essex, United
Kingdom), 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol (SERVA Electrophoreses GmbH, Heidel-
berg, Deutschland) und Araldit CY212 (Agar Scientific Ltd, Essex, United Kingdom). Dann
wurden die PK in diesem Gemisch umgesetzt, in ein Araldit-Gemisch ohne Aceton gegeben
und schlieBlich in Araldit eingebettet. Das Araldit wurde bei 65 °C fiir zwei Tage im Brut-

schrank polymerisiert.

Die Araldit-Blocke wurde getrimmt und poliert. Bei Erreichen der zu untersuchenden Oberfli-
che wurde auf ein Ultramikrotom (Ultracut Leica EM UC7, Wetzlar, Deutschland) gewechselt.
Mit einem Diamantmesser wurden Ultradiinnschnitte von circa 65 nm Dicke hergestellt. Diese
wurden auf ein Kupfer-Netz mit Piloform (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen.
Mit UranyLess (Delta Microscopies, Mauressac, Frankreich) und Bleicitrat (Merck, Darmstadt,
Deutschland) wurde eine Negativkontrastierung durchgefiihrt. Unter 1000 bis 98000-fachen
Vergroferungen wurden die Proben mit einem TEM-Mikroskop (Tecnai 12, FEI, Eindhoven,
Niederlande) untersucht. Zur Beurteilung der Biofilmdicke, Struktur und Pellikel-Schicht
wurde mit dem Programm iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions, Olympus, Tokio, Japan)
von verschiedenen Abschnitten Bilder erstellt. Diese wurden dann hinsichtlich ihrer Ultrastruk-

tur, Elektronendichte, Biofilm und Besonderheiten ausgewertet.
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3.7 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die PK fiir die REM-Analyse wurden zundchst in 1 ml einer Fixierlosung fiir mindestens 1 h
bei 4 °C fixiert. Die Losung bestand aus 2 %igem Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer. Die
PK wurden danach in drei Schritten fiir je 10 min in 0,1 M Cacodylatpuffer gewaschen und
anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Ausgehend von 50 % (Ethanol >
99,8 %, vergillt, Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland) bis hin zu 100 % unver-
gilltem Ethanol (Ethanol > 99,5 %, Ph. Eur. reinst., Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland). Alle Arbeiten wurden bei Raumtemperatur unter einem Abzug durchgefiihrt. An-
schlieend wurde der PK iiber Nacht im Abzug an der Luft getrocknet. Die PK wurden auf
einem tellerféormigen Probentrdger mit der nicht zu untersuchenden Dentinseite aufgeklebt. Mit
Hilfe eines Sputter-Gerits (Sputter Coater SCD 040, Oerlikon Balzers Coating Germany
GmbH, Bingen, Deutschland) wurden die PK mit Gold beschichtet und leitfahig gemacht.

In einem Rasterelektronenmikroskop (XL 30 ESEM FEG, FEI Company, Eindhoven, Nieder-
lande) wurde von charakteristischen Oberflachenabschnitten in den VergroBerungen von 25 bis
20000-fach Bildaufnahmen angefertigt. Die Bilder wurden hinsichtlich ihrer Biofilmbede-

ckung, Struktur, Oberflichenverdanderungen und Besonderheiten ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 LIVE/DEAD® - Bedeckung

4.1.1 Versuchsreihe I — Alle Probanden

In der ersten Versuchsreihe durchliefen alle Probanden die Negativ- und Positivkontrolle sowie
die Versuche 1-3 (Abb. 2). Die Ergebnisse der Probanden wurden anhand der Bilder ausgewer-
tet und fiir jeden Versuch zusammengetragen. Fiir die Auswertung wurden die Ergebnisse aller
sechs Bilder der rechten und linken Seite zusammengenommen und daraus der Mittelwert ge-

bildet. Dieser reprasentiert das Ergebnis eines Probanden.

Kontroll-Spiillosungen

Die Negativkontrolle zeigt nach Spiilung mit sterilem Wasser eine Bedeckung von 60-97 % bei
Betrachtung aller vier Probanden. Daraus ergibt sich ein Mittelwert von 68 % fiir diesen Ver-
such. Die Unterschiede zwischen den Probanden sind mit zum Teil 30 % recht hoch. Bei der
Positivkontrolle mit CHX 0,2 % zeigt sich ausnahmslos eine signifikant reduzierte Bedeckung
gegeniiber der Kontrolle mit Wasser. Der Mittelwert liegt bei 6 %, wobei Proband 3 mit 16 %
den Hochstwert bildet und Proband 4 mit 0,4 % den niedrigsten Wert bildet (Abb. 3). Charak-
teristische Bilder sind in Abb. 9 gezeigt.

Bedeckung der Kontroll-Spullésungen

100 -

90 -

80 -
o\? 70 1 ® Proband 1
E’ 60 - Proband 2
2 50 u Proband 3
§ =H 1 = Proband 4
& S0 = Mittelwert

20 A

o B &

5 =
Wasser CHX
Spullésung

Abb. 3: Bakterielle Bedeckung in [%] aller PK eines Probanden fiir den Spiilversuch mit sterilem
Wasser und CHX. Die Balken stellen das Ergebnis der Bildanalyse eines Probanden dar. Der Mit-
telwert setzt sich aus den Werten der vier Probanden zusammen. Nach 48 h Biofilm Bildung in-situ,
wurden die PK ex-vivo mittels FM untersucht. Die Bedeckung wurde mit Imagel ausgewertet. Die
aufgesetzten Linien zeigen die + Standardabweichungen. CHX = Chlorhexidin.
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Spiilversuch 1: Natriumfluorid 500 ppm F-

Die Spiillosung mit Natriumfluorid zeigt besonders bei Proband 2 eine groBere Abweichung im
Vergleich zu den anderen Probanden. Der Mittelwert betrigt 46 %. Proband 2 hat eine Bede-
ckung von 95 %, die anderen zeigen eine Bedeckung zwischen 20 % und 38 % (Abb. 4). Cha-
rakteristische Aufnahmen sind in Abb. 10 gezeigt.

. . Abb. 4: Bakterielle Bede-
Natriumfluorid 500 ppm F- ckung in [%] aller PK ei-
nes Probanden fiir den
Spiilversuch mit Natrium-
fluorid. Der Mittelwert

38 ] = Proband 1 setzt sich aus den Werten
£t | Proband2 | der vier Probanden zu-
50 mProband3 | sammen. Die Auswertung
40 | lPr.oband 4 erfolgte mit ImageJ nach
30 4 = Mittelwert 48 h Biofilmbildung. Die
20 - aufgesetzte Linie zeigt die
10 | + Standardabweichung.

0 Proband 2 zeigt einen be-

Natriumfluorid sonders hohen Bede-
ckungswert.

100 -
90 A

Bedeckung [%]

Spiilversuch 2: Tanninsdiure 5 %

Bei der Spiilung mit Tanninsdure zeigt sich eine signifikante Reduktion der Bedeckung gegen-
iber der Negativkontrolle. Der Mittelwert liegt bei 25 %, wobei Proband 3 mit 48 % die grofite
Abweichung aufweist. Die Bedeckung aller Proband liegt zwischen 6 % und 48 % (Abb. 5).
Représentative Aufnahmen sind in Abb. 10 gezeigt.

L Abb. 5: Bakterielle Bede-
Tanninsaure 5 % ckung in [%] aller PK ei-
nes Probanden flir den
100 + Spiilversuch mit Tannin-
90 + siure. Der Mittelwert setzt
< 38 ] # Proband 1 sich aus den Werten der
= 60 - Proband2 | vier Probanden zusam-
= 50 J mProband3 | men. Die Auswertung er-
S 40 =Proband4 | folgte mit Imagel nach 48
S o | sMittelwert | h Biofilmbildung. Die auf-
@ 20 - gesetzte Linie zeigt die £
10 J Standardabweichung. Pro-
0 — band 3 zeigt die grofBte
Tanninsaure Abweichung vom Mittel-

wert.
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Spiilversuch 3: Tanninsdure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F-

Der Spiilversuch zeigt bei allen Probanden ein dhnliches Ergebnis. Die Bedeckung liegt zwi-
schen 5-15 % und der Mittelwert bei 10 % (Abb. 6). Damit sind die Wert gegeniiber der Nega-
tivkontrolle signifikant geringer. Die Kombinationsspiillosung zeigt auch eine geringere Bede-
ckung im Vergleich zu den anderen beiden Spiillosungen. Verglichen mit dem CHX Versuch

liegen die Werte dennoch hoher. Aufnahmen sind in Abb. 10 gezeigt.

o . . Abb. 6: Bakterielle Bede-
Tanninsaure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F- ckung in [%] aller PK der

Probanden fiir den Kom-

188 : binationsspiilversuch mit
. 80 1 Tanninsdure + Natrium-
X 70 - Proband 1 fluorid. Der Mittelwert
2 60 - Proband 2 wird durch den Wert der
3 50 einzelnen Probanden ge-
§ 40 - mProband 3 | pjldet. Bedeckung nach
B 30 - ® Proband 4 48 h Biofilmbildung und
m 50 = Mittelwert Spiilprotokoll. Die Aus-

10 - ﬁ wertung  erfolgte mit

0 [ W ImagelJ. Die aufgesetzte

Tanninsaure + Natriumfluorid Linie zeigt die + Stan-
dardabweichung.

4.1.2 Versuchsreihe II — Zwei Probanden

In dieser zweiten Versuchsreihe durchliefen der Proband 2 und Proband 4 zwei zusétzliche
Spiilversuche. Das grundlegende Spiilprotokoll blieb dabei unverdndert. Die Auswertung er-
folgte ebenfalls exakt wie in der ersten Versuchsreihe. Zunéchst erfolgte ein Versuch mit Phos-

phatpuffer und anschlieBend mit Phosphat-gepufferter 5 %iger Tanninsdure (Abb. 2).

Spiilversuch 4: Phosphatpuffer 150 mM

Der Spiilversuch mit 150 mM konzentriertem Phosphatpuffer zeigt bei beiden Probanden eine
hohe Bedeckung von 81 % bzw. 83 %. Der Mittelwert liegt bei 82 % (Abb. 7). Der Versuch
zeigt somit dhnliche Ergebnisse wie die Negativkontrolle. Reprasentative Aufnahmen sind in

Abb. 9 gezeigt.
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
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® Proband 4

m Mittelwert

Phosphatpuffer

Spiilversuch 5: Tanninséiure 5 % + Phosphatpuffer 150 mM

Abb. 7: Bakterielle Bede-
ckung in [%] aller PK der
beiden Probanden fiir den
Spiilversuch mit Phos-
phatpuffer. Der gezeigte
Mittelwert setzt sich aus
den Ergebnissen der Pro-
banden zusammen. Aus-
wertung nach 48 h Bio-
filmbildung und Spiilpro-
tokoll. Die Auswertung
erfolgte mit ImageJ. Die
aufgesetzte Linie zeigt die
+ Standardabweichung.

Die Spiilung mit Phosphat-gepufferter 5 %iger Tanninsdure zeigt eine deutliche Reduktion der

Bedeckung beider Probanden verglichen mit reinen Phosphatpuffer. Die Probanden haben eine
Bedeckung von 13 % - 35 % (Abb. 8). Der Mittelwert von 24 % liegt zudem hoher als der der
CHX Positivkontrolle. Bilder sind in Abb. 10 gezeigt.
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Abb. 8: Bakterielle Bede-
ckung in [%] aller PK der
beiden Probanden fiir den
Spiilversuch mit Phos-
phat-gepufferter Tannin-
sdure. Der Mittelwert
setzt sich aus den Ergeb-
nissen der Probanden zu-
sammen. Auswertung
nach 48 h Biofilmbildung
und Spiilprotokoll. Die
Auswertung erfolgte mit
ImageJ. Die aufgesetzte
Linie zeigt die + Stan-
dardabweichung.
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4.2 LIVE/DEAD® - Bilder

Proband 1 Proband 3 Proband 4

Wasser

CHX

Phosphatpuffer

Abb. 9: Charakteristische LIVE/DEAD® Bilder. Fiir jeden Probanden ist jeweils ein Bild der rechten (oben) und
linken (unten) Seite gezeigt. Die Spiilung erfolgte geméf Spiilprotokoll und die PK wurden nach 48 h mit dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Tote Bakterien sind in rot, lebende in griin dargestellt. Die Bilder représentieren
die Effekte der gezeigten Spiillosungen auf den in-sifu gebildeten Biofilm. Die beiden Bilder des Wasser Spiilver-
suches von Proband 3 wurden, zur besseren Sichtbarkeit, in der Helligkeit angepasst. CHX = Chlorhexidin.
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C/DEAD®R) Rilder

Proband 3 Proband 4

TS + Natriumfluorid Tanninsaure Natriumfluorid

TS+ Phosphatpuffer

Abb. 10: Bilder der LIVE/DEAD®-Analyse. Fiir jeden Probanden ist ein Bild der rechten (oben)
und linken (unten) Seite gezeigt. Die Spiilung erfolgte gemél Spiilprotokoll, die PK wurden mit
dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Tote Bakterien sind in rot, lebende Bakterien in griin dar-
gestellt. Die Bilder repriasentieren die Effekte der Spiillosungen auf den 48 h in-situ gebildeten
Biofilm. TS = Tanninséure.
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4.3 LIVE/DEAD® - Vitalitit

4.3.1 Versuchsreihe I — Alle Probanden

Der Versuchsablauf ist wie bereits in Punkt 4.1.1 beschrieben durchgefiihrt worden. Die Bilder
wurden mit dem Viability-Tool in MATLAB® hinsichtlich der Vitalitit des Biofilms unter-

sucht. Die Ergebnisse werden nachfolgend als Diagramme dargestellt.

Kontrollspiillosungen

Die Negativkontrolle zeigt im Mittel eine Vitalitit von 63 %. Die Probanden zeigen eine Vita-
litdt von 47 % - 79 % und damit ist die mittlere Abweichung circa 15 % vom Mittelwert. Die
Spiilung mit CHX 0,2 % zeigt bei den Probanden 1 und 3 eine Vitalitdt von 58 % bzw. 60 %.
Bei den Probanden 2 und 4 hingegen nur 32 % bzw. 23 %. Der Mittelwert liegt bei 44 % (Abb.

11). Die Abweichung der Probanden voneinander ist somit recht hoch. Représentative Aufnah-

men sind in Abb. 9 gezeigt.
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Vitalitat der Kontroll-Spullosungen
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Splllésung

® Proband 1

Proband 2
= Proband 3
® Proband 4
m Mittelwert

Abb. 11: Vitalitdt in [%] fiir alle PK eines Probanden. Dargestellt als Balkendiagramm. Der Mittel-
wert setzt sich aus den Einzelwerten der Probanden zusammen. Es sind die Ergebnisse fiir den Spiil-
versuch mit sterilem Wasser und CHX gezeigt. Auswertung nach 48 h Biofilmbildung und Spiilpro-
tokoll. Die Auswertung erfolgte mit MATLAB®. Die aufgesetzten Linien zeigen die + Standardab-

weichungen. CHX = Chlorhexidin.
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Spiilversuch 1: Natriumfluorid 500 ppm F-

Der Biofilm der Probanden hat eine Vitalitit von 40 % - 71 % (Abb. 12). Der Mittelwert liegt
in diesem Versuch bei 58 % und damit nur 5 % unter dem Mittelwert der Negativkontrolle
(Abb. 11). Proband 4 zeigt die grofite Abweichung vom Mittelwert. Charakteristische Bilder
sind in Abb. 10 gezeigt.

. Abb. 12: Vitalitdt in [%]
Natriumfluorid 500 ppm Fr aller PK der vier Proban-
den fiir den Spiilversuch
T 5 mit Natriumfluorid. Dar-
28 | gestellt als Balkendia-
= 5 4 wProband 1| oramm. Der Mittelwert
X 60 - Proband2 | getzt sich aus den Einzel-
B 50 - mProband3 | werten der Probanden zu-
T 40 4 = Proband 4 sammen. Auswertung
S 30 A u Mittelwert nach 48 h Biofilmbildung
20 und Spiilprotokoll. Die
10 4 Auswertung erfolgte mit
0 MATLAB®. Die aufge-
Natriumfluorid setzte Linie zeigt die +

Standardabweichung.

Spiilversuch 2: Tanninséiure 5 %

Der Mittelwert der Vitalitét fiir diesen Versuch liegt bei 45 %. Die Probanden zeigen einen
Wert von 30 % bis 65 %. Proband 2 zeigt die grofite Abweichung nach unten gegeniiber den
anderen. Proband 1 hat die grof3te Abweichung nach oben (Abb. 13). Reprisentative Bilder sind
in Abb. 10 gezeigt.

L Abb. 13: Vitalitit in [%]
Tanninsaure 5 % aller PK der vier Proban-
den fiir den Spiilversuch
A mit Tanninsdure. Darge-
80 1 stellt als  Balkendia-
— 38 : # Proband 1 gramm. Der Mittelwert
X 60 J Proband2 | getzt sich aus den Einzel-
B 50 - mProband3 | werten der Probanden zu-
T 40 4 = Proband 4 sammen. Auswertung
g 30 A = Mittelwert nach 48 h Biofilmbildung
20 - und Spiilprotokoll. Die
10 - Auswertung erfolgte mit
0 MATLAB®. Die aufge-
Tanninsiure setzte Linie zeigt die +

Standardabweichung.
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Spiilversuch 3: Tanninsdure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F*

Die Probanden zeigen eine Vitalitit von 21 % bis 58 %. Der Mittelwert liegt fiir diesen Versuch
bei 44 %. Proband 1 weicht hierbei mit 21 % Vitalitit des Biofilms stark von den anderen
Probanden ab (Abb. 14). Charakteristische Bilder sind in Abb. 10 gezeigt.

L . . Abb. 14: Vitalitit in [%]
Tanninsaure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F- aller PK der vier Proban-
100 - den fiir den Spiilversuch
90 | mit Tanninséure und Nat-
80 A riumfluorid als Kombina-
— 70 J wProband 1 | tjon. Dargestellt als Bal-
X 60 - Proband2 | kendiagramm. Der Mit-
® 50 A = Proband 3 telwert setzt sich aus den
T 40 4 = Proband 4 Einzelwerten der Proban-
§ 30 4 = Mittelwert den zusammen. Auswer-
20 A tung erfolgte nach 48 h
i - Biofilmbildung und mit
0 MATLAB®. Die aufge-
Tannins&ure + Natriumfluorid ;itth Iairﬁe Z'eli1gt die =

andardabweichung.

4.3.2 Versuchsreihe II — Zwei Probanden

Der Versuchsaufbau gleicht dem Versuch wie in Punkt 4.1.2 bereits beschrieben, wobei die
Auswertung der Vitalitit des Biofilms mit MATLAB® erfolgte. Dargestellt sind die Ergebnisse

als Balkendiagramme.

Spiilversuch 4: Phosphatpuffer 150 mM

Die beiden Probanden zeigen einen Wert von 47 % bzw. 64 %. Der Mittelwert liegt bei 55 %
(Abb. 15). Beide Probanden zeigen vergleichbare Ergebnisse wie im Spiilversuch mit sterilem

Wasser (Abb. 11). Reprisentative Bilder dieses Versuches sind in Abb. 9 gezeigt.

Abb. 15: Vitalitdt in [%]
Phosphatpuffer 150 mM aller PK der zwei Proban-
100 - den fiir den Spiilversuch
90 | mit Phosphatpuffer. Dar-
80 4 gestellt als Ba'lkendia-
— 70 - Proband 2 gramm. Der Mlttqlwert
>, 60 - setzt sich aus den Einzel-
® 50 J ® Proband 4 werten der Probanden zu-
T 40 - —— sammen. Auswertung
g 30 nach 48 h Biofilmbildung
20 - und Spiilprotokoll. Die
10 - Auswertung erfolgte mit
0 MATLAB®. Die aufge-
Phosphatpuffer setzte Linie zeigt die =+

Standardabweichung.
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Spiilversuch 5: Tanninsdure 5 % + Phosphatpuffer 150 mM

Beide Probanden zeigen fiir diesen Versuch ein nahezu identisches Ergebnis. Der Biofilm von

Proband 1 hat eine Vitalitit von 28 %, Proband 2 von 30 %. Der Mittelwert liegt bei 29 % (Abb.

16). Aufnahmen fiir diesen Spiilversuch sind in Abb. 10 gezeigt.
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4.4 LIVE/DEAD® - Vergleich

Abb. 16: Vitalitit in [%]
aller PK der zwei Proban-
den fiir den Spiilversuch
mit Phosphat-gepufferter
Tanninsdure. Dargestellt
als Balkendiagramm. Der
Mittelwert setzt sich aus
den Einzelwerten der Pro-
banden zusammen. Aus-
wertung nach 48 h Bio-
filmbildung. Die Auswer-
tung erfolgte mit
MATLAB®. Die aufge-
setzte Linie zeigt die =+
Standardabweichung.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

[%]

Vergleich der Tanninsaure-Spullésungen

® Proband 1
Proband 2
m Proband 3

® Proband 4

A

TS+NF TS+PP TS TS+NF
Bedeckung Vitalitat

TS+PP

Abb. 17: Bedeckung und Vitalitdt in [%] der Spiilversuche mit Tanninséure, dargestellt als Sdulendiagramm. Fiir
jeden Probanden wurde aus allen PK der Wert fiir Bedeckung (linke Seite) und Vitalitét (rechte Seite) ermittelt.
Analyse nach 48 h in-situ Biofilmbildung und anschlieBender Auswertung mit ImagelJ fiir die Bedeckung und
MATLAB® fiir die Vitalitit. TS = Tanninsdure 5 %, TS+NF = Tanninsdure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F-,
TS+PP = Tanninsdure 5 % + Phosphatpuffer 150 mM. Entsprechende Bilder sind in Abb. 10 gezeigt.
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4.5 Rasterelektronenmikroskopie

Die untersuchten PK zeigen iiberwiegend eine Besiedlung durch kokkenférmige Bakterien, die
sich als kurze, zum Teil runde Strukturen auf den Bildern darstellen. Vereinzelt sind stdbchen-
formige Bakterien zu entdecken. Es zeigen sich Anhdufungen von Bakterien in Nestern und
groBeren Kolonien, die von unbedeckter Schmelzoberfliche unterbrochen sind. Gelegentlich
sind Pellikel-Aggregate zu erkennen. In groflen Vergroflerungen zeigen sich die Zellausléufer
(Fimbrien) der Bakterien. Zwischen manchen Kolonien und Bakterien sind Hohlrdume und eine

Schichtungsstruktur zu erkennen (Abb. 18).

Der Spiilversuch mit Wasser zeigt eine vollstaindige Bedeckung mit Bakterien und nur verein-
zelte Areale, die bakterienfrei sind (Abb. 18). Der CHX-Versuch zeigt kaum Bakterien auf dem
PK, der Biofilm hat keine eindeutige Struktur und die Pellikel-Schicht ist verdndert (Abb. 19).
Natriumfluorid zeigt dhnliche Ergebnisse wie der Spiilversuch mit Wasser (Abb. 20). Proband
1 zeigte hier selektiv gegenteilige Ergebnisse. Der Versuch mit 5 %iger Tanninsdure zeigt iiber-
wiegend bakterienfreie PK. Zum Teil weisen diese unstrukturierten Aggregate tiefe Furchen
auf. Es ist keine klare Biofilm-Struktur erkennbar (Abb. 21). Die Spiillésung-Kombination aus
Tanninsdure und Natriumfluorid zeigt nur wenige mit Bakterien besiedelte Areale. Die wenigen
Nester zeigen intakte Bakterien, teilweise in Furchen eingebettet. Die Biofilmstruktur kann er-
ahnt werden, ist jedoch nicht klar strukturiert. Einzelne Bakterien lassen sich nicht unterschei-
den (Abb. 22). Verglichen mit dem Spiilversuch der Tanninsdure sind grofere Bakterienan-
sammlungen und Ansitze des Biofilms zu erkennen. Der Versuch mit Phosphatpuffer zeigt eine
fast vollstindige Bedeckung und vollstindig intakten Biofilm bzw. Bakterien. Es ldsst sich eine
Schichtung des Biofilms erkennen und zwischen den Bakterien sind Hohlrdume zu entdecken

(Abb. 23).

Tanninsdure und Phosphatpuffer in Kombination zeigt PK mit groeren Kolonien und kleineren
Nestern. Verglichen mit reiner Tanninsdure oder Tanninsdure und Natriumfluorid nehmen die
Kolonien groflere Areale ein. Dennoch ist der Grof3teil des PK frei von Bakterien. Innerhalb der
Kolonien sind die Bakterien intakt und zeigen eine klare Strukturierung. Daneben sind Areale

von homogenen, formlosen Aggregaten zu finden (Abb. 24).
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Abb. 18: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir jeden der 4
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die Bakterien haben eine intakte Struktur und sind vollstdndig be-
deckt. Teilweise in mehreren Schichten angeordnet. Nur ganz wenige Areale (1) sind frei von Bakterien.
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Abb. 19: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir jeden der 4
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die PK sind nur punktuell bedeckt (1). Die Pellikel-Struktur ist ver-
andert. Der PK ist iiberwiegend frei von Bakterien (2). Der Biofilm hat keine klare Strukturierung (3). Bakterien
sind nur wenige als intakt zu erkennen (4). CHX = Chlorhexidin.
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Abb. 20: Aufnahmen der PK mit dem REM in den Vergroerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir jeden der 4
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Mit Ausnahme von Proband 1 sind die PK iiberwiegend mit Biofilm
bedeckt und nur selten unterbrochen. Bakterienstrukturen sind klar zu erkennen. Proband 1 zeigt das Gegenteil.
Der PK ist iberwiegend frei von Bakterien, diese sind jedoch intakt.
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Abb. 21: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir jeden der 4
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die PK sind iiberwiegend frei von Bakterien (1). Stellenweise sind
tiefe Furchen innerhalb unstrukturierter Aggregate zu erkennen (2). Bakterien sind nur selten in intakten Struktu-
ren erkennbar. Die Polierspuren der PK selbst sind zum Teil deutlich sichtbar (3).
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Abb. 22: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir jeden der 4
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die PK sind vorwiegend bakterienfrei, vereinzelt sind Kolonien und
Nester zu erkennen. Intakte Bakterien sind selten (1). Die Biofilm-Struktur ist teilweise zu erkennen, ohne dass
eine eindeutige Identifizierung einzelner Gebilde moglich wiére (2). In Furchen finden sich Nester (3).
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Proband 4

t WD Exp |——rod

Abb. 23: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir die beiden
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die PK sind nahezu vollstédndig bedeckt. Bakterien sind vollstindig
erkennbar, es lassen sich mehrere Schichten erkennen.
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Abb. 24: Aufnahmen der PK mit dem REM in den VergroBerungen 1000-fach und 10000-fach. Fiir die beiden
Probanden sind jeweils zwei Bilder gezeigt. Die PK sind groBtenteils bakterienfrei, es sind groflere Kolonien (1)
neben kleineren Nestern zu erkennen. Die Bakterien innerhalb der Kolonie sind intakt und zeigen sich klar struk-
turiert (2). Daneben sind grofle Areale mit homogenen, unstrukturierten Aggregaten zu finden.
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4.6 Transmissionselektronenmikroskopie

4.6.1 Versuchsreihe I — Alle Probanden

Negativkontrolle

Die Negativkontrolle mit sterilem Wasser zeigt eine kontinuierliche bakterienreiche Schicht
mit zum Teil Stirken von 7000 nm. Es sind gleichartige ultrastrukturelle Nester im Sinne von
echten Kolonien zu erkennen (Abb. 26). Die Bakterien haben intakte Konturen und zeigen Ein-
schniirungen, moglicherweise im Sinne von Teilungsfurchen (Abb. 25). Die Pellikel-Schicht
ist als elektronendichte Struktur an der Schmelzoberfliache zu erkennen. Die Dicke variiert bei
20 nm. Der Biofilm ist bei allen Probanden gleichméBig und in dhnlicher Struktur ausgebildet.
Aufnahmen wurden aufgrund der GroBe des Biofilms in 6800-facher und 49000-facher Ver-
groBerung angefertigt. Das erste Bild von Proband 4 ist in der Vergroferung 2900-fach darge-
stellt, da nur in dieser der Biofilm vollstindig darstellbar war (Abb. 26).

Abb. 25: 48 h Biofilm nach Spiilung mit sterilem Wasser. Die TEM-Aufnahme zeigt
einen PK der linken Seite von Proband 1 in der Vergroferung 23000-fach. Bakterien
haben klare intakte Konturen (B), einige zeigen Einschniirungen, die als Teilungsfur-
chen interpretiert werden konnen (gelber Kreis). S = Schmelzseite

-38 -



Ergebnisse

Proband 1

Q¥
o
-
©
Q
o
o

Proband 3

Proband 4

500 nm
Abb. 26: TEM-Aufnahmen nach 48 h Biofilmbildung. Das linke Bild zeigt den PK der rechten,
daneben der linken Seite. Es ist ein intakter vitaler Biofilm zu erkennen. Die Bakterien sind im
mehreren Ebenen angeordnet. Bakterien sind klar als solche zu identifizieren (1), die Pellikel-
Schicht ist schmal und kontinuierlich ausgebildet (gelbe Pfeile). Die Ubersichtsaufnahme von Pro-
band 2 zeigt an einigen Stellen schwarze Streifen im Sinne von Riss- bzw. Quetschartefakten (weifle
Pfeile). S = Schmelzseite.

-39.-



Ergebnisse

Positivkontrolle

Die Positivkontrolle mit 0,2 %iger CHX Losung zeigt fiir alle Probanden sehr dhnliche Bilder,

in denen der bakterielle Biofilm nicht mehr eindeutig identifizierbar ist. Es zeigen sich elektro-

nendichte Strukturen nahe der Pellikel-Schicht und generalisierte elektronendichte Strukturen.

Einzelne Bakterien oder Strukturen sind nicht abgrenzbar (Abb. 27). Die Dicke variiert unter

den Probanden, im Maximum eine Dicke von 1000 nm. Der Mittelwert liegt bei 400 nm. Ver-

einzelt sind Alterationen der Schmelzoberflache zu erkennen, die sich elektronendicht darstel-

len. Die Aufnahmen wurden unter 23000-facher sowie 49000-facher VergroBerung angefertigt.

Die Struktur zeigt sich konstant unterhalb der Probanden mit geringer Abweichung der Dicke.
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Abb. 27: TEM-Aufnahmen aller
Probanden nach 48 h Biofilmbil-
dung. Das linke Bild zeigt den PK
der rechten, daneben der linken
Seite. Die Pellikelbasisschicht ist
als eine deutliche, elektronen-
dichte Struktur erkennbar. Darauf
anschliefend eine dicke globuldre
Schicht aus Proteinaggregaten.
Zum Teil sind elektronendichte
Alterationen der Schmelzschicht
zu erkennen (weifle Pfeile). S =
Schmelzseite.
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Spiilversuch 1: Natriumfluorid 500 ppm F*

Der Spiilversuch mit Natriumfluorid zeigt dhnliche Ergebnisse bezogen auf die Negativkon-
trolle (Abb. 26). Der Biofilm ist intakt, klar strukturiert und mehrschichtig. Die Dicke des Bio-
film betrdgt im Mittel 5000 nm. Proband 3 zeigt einen besonders ausgepréagten Biofilm, sodass
im Vergleich zu den anderen Aufnahmen diese in der Vergroflerung 6800-fach aufgenommen
wurde. Zum Teil sind Zellnester nahe an der Pellikel-Schicht erkennbar. Es zeigt sich insgesamt
ein vitaler Biofilm, mit Ausnahme von Proband 1, welcher einen eher unstrukturierten, zerkliif-

teten und unregelmiBigen Biofilm aufweist (Abb. 28). Der Biofilm variiert zudem in Dicke und

Struktur innerhalb und unterhalb der Probanden.

Abb. 28: TEM-Aufnahmen aller
Probanden nach 48 h Biofilm-Bil-
dung. Die linke Spalte zeigt die
PK der rechten Seite, daneben die
der linken. Es sind reprisentative
Aufnahme der Probanden gezeigt.
Proband 1 zeigt eine elektronen-
dichte Pellikelbasisschicht und
globuldre Strukturen ohne erkenn-
bare Bakterien. Die anderen Pro-
banden zeigen einen vitalen,
mehrschichtigen und strukturier-
ten Biofilm. Die Pellikel-schicht
ist stark verbreitert. Bakterien sind
klar erkennbar und bilden zum
Teil Nester (2) nahe der Pellikel-
Schicht (1). S = Schmelzseite.

Proband 1

Proband 3

Proband 4
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Spiilversuch 2: Tanninsdiure 5 %

Der Spiilversuch mit Tanninsdure zeigt eine zerkliiftete, elektronendichte Struktur. Es sind
keine bakterielle Strukturen zu erkennen. Es findet sich eine verbreiterte Pellikel-Schicht mit
homogenen Proteinaggregaten, welche sich als elektronendicht darstellen. Der Biofilm ist nicht
durchgiingig und besitzt eine geringe Dicke, im Mittel ca. 300 nm (Abb. 29). Es zeigen sich
unterhalb der Schmelzschicht Infiltrate sowie Alterationen der Schmelzschicht und Pellikel-
Schicht. Zum Teil, wie beispielsweise Proband 3 ausgeprigt zeigt, sind diese bis zu 500 nm
unterhalb der Schmelzoberfliche zu finden. Diese stellen sich auch als eine elektronendichte
Struktur dar. Die Pellikel-Schicht ist teilweise nicht klar von den Aggregaten abzugrenzen
(Abb. 30).
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Abb. 29: Reprisentative TEM-Aufnahmen der Probanden 1 und 2 nach 48 h Biofilm-Bildung. Die linke Spalte
zeigt die PK der rechten Seite, daneben die der linken. Beide Probanden zeigen keine klare Struktur, mit elektro-
nendichten Aggregaten, insbesondere nahe der Pellikel-Schicht. Es zeigt sich eine geringe Dicke, teilweise sind
Alterationen der Schmelzoberfliche zu erkennen. Proband 2 zeigt einen stark zerkliifteten Biofilm mit abschnitts-
weise starker Artefakt Bildung (1). Bakterien sind nicht oder nur schemenhaft zu erkennen. Es zeigt sich ein Bild
eines devitalen Biofilm. S = Schmelzseite.
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Abb. 30: Reprisentative TEM-Aufnahmen der Probanden 3 und 4 nach 48 h Biofilm-Bildung. Die linke Spalte
zeigt die PK der rechten Seite, daneben die der linken. Proband 3 zeigt eine stark elektronendichte zerkliiftete
Oberflachenstruktur. Es finden sich homogene Proteinaggregate mit dicker Basis-Pellikel Ausbildung (weifie
schraffierte Linie). Ein exakte Abgrenzung ist nicht moglich. Es sind Alterationen der Schmelzoberfldche und
Infiltrate unterhalb der Schmelzschicht zu erkennen (weifle Pfeile). Die Oberflachenstruktur ist unregelmafBig ohne
erkennbare Bakterien. Die Pellikel zeigt Kontinuitdtsunterbrechungen und Fragmentierung. Die Pellikel hat eine
geringe, nahezu konstante Dicke. S = Schmelzseite.

Alle Probanden zeigen eine Biofilmstruktur, die den Aufnahmen der Positivkontrolle &hnlich
sind. Es sind elektronendichte, homogene Aggregate an der Pellikel-Schicht zu erkennen (Abb.
29). Besonders auffallend waren Proband 3 und 4 (Abb. 30). Diese zeigen eine deutliche unter-
brochene und fragmentierte globuldre Schicht. Teilweise war die Pellikelbasisschicht nicht klar
abgrenzbar. Die elektronendichten Infiltrate unterhalb der Schmelzschicht zeigen sich hier sehr
ausgepragt. Eine Artefaktbildung kann durch die RegelmaBigkeit und die Struktur ausgeschlos-
sen werden. Bei 23000-facher Vergroferung ist die verbreiterte Pellikel-Schicht als stark elekt-
ronendichte Struktur zu erkennen. In Richtung Schmelzseite finden sich die Verdnderungen der
Schmelzoberfliache. Diese sind ebenfalls elektronendicht und morphologisch mit dem Biofilm

der dem Schmelz abgewandten Seite vergleichbar. Diese sind nicht kontinuierlich ausgebildet,
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finden sich allerdings in gehduften, regelmaBigen Abstéinden als Gruppe im Sinne von Nestern
wieder. Auch hier ldsst sich keine klare Strukturierung erkennen. Erkennbar sind einige wenige
elektronendichte Areale. Diese zeigen sich als rundliche, scharf begrenzte Formen mit zum Teil
zentralen Authellungen. Sie finden sich gruppiert unmittelbar unter der Schmelzoberfldche
(Abb. 31). Der iibrige Biofilm ist nur als wolkenartiges, kontrastreiches Gebilde sichtbar. Die
nachfolgende Aufnahme in 49000-facher VergroBerung von Proband 3 zeigt den Sachverhalt

exemplarisch.

Abb. 31: TEM-Aufnahme
des rechten PK von Pro-
band 3 nach 48 h Biofilm-
Bildung, in der Vergrof3e-
rung  49000-fach, nach
Spiilung mit Tanninséure.
Erkennbar ist die un-
scharfe, wolkenartige und
diskontinuierliche Struktur
der Oberflachlichen glo-
buldren Schicht. Darauf
folgt die elektronendichte
Pellikel-Schicht mit vielen
Aggregaten. Es sind keine
Bakterien erkennbar. Un-
terhalb der  Schmelz-
schicht (weille gestri-
chelte Linie) finden sich
Alterationen mit nestarti-
gen Ansammlungen rund-
licher, scharf begrenzter
Formen (1). S = Schmelz-
seite.

Spiilversuch 3: Tanninséiure 5 % + Natriumfluorid 500 ppm F*

Die TEM-Aufnahmen der Kombinationsspiillosung zeigen vergleichbare Ergebnisse wie die
Aufnahmen der reinen Tanninsdure. Es zeigt sich eine dicke, elektronendichte Pellikel-Schicht.
Der Biofilm ist tendenziell unstrukturiert, wolkenartig und unterbrochen. Bakterien sind nicht
eindeutig identifizierbar, sondern lediglich schemenhaft sichtbar (Abb. 32). Diese sind zum Teil
in eine homogene elektronendichte Matrix eingebettet. Die Dicke und Morphologie des Bio-
films unterscheiden sich bei den Probanden vergleichsweise stark. Proband 2 und 3 haben di-
ckere elektronendichte Pellikel. Im Mittel zeigt sich eine Dicke von ca. 1500 nm. Bevorzugt an
der obersten Schicht sind schemenhaft Bakterien zu vermuten (Abb. 33). Demgegeniiber stehen
die Aufnahmen der Probanden 1 und 4. Diese zeigen einen sehr kontrastreichen, unregelmafi-

gen Biofilm mit schwer zu differenzierenden Strukturen. Bakterien sind nur ansatzweise
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erkennbar. Die Pellikel-Schicht ist auch hier mit homogenen, elektronendichten Aggregaten
besetzt. Diese ist bei allen Probanden deutlich verdickt und zeichnet sich klar von den restlichen
Strukturen ab (Abb. 33). Alterationen der Schmelzschicht zeichnen sich durch Infiltrationen
unterhalb der Schmelzoberfliche aus. Diese Infiltrate sind fadenartig und unstrukturiert. Bei
Proband 1 lassen sich ansatzweise Bakterien erahnen (Abb. 32). Eindeutig erkennbar sind diese

allerdings nicht.

23000x 49000x

Proband 1

Abb. 32: Reprisentative TEM-Aufnahmen der Probanden 1 und 2 nach 48 h Biofilm-Bildung. Die linke Spalte
zeigt die PK der rechten Seite, daneben die der linken. Es ist ein unregelméBiger, kontrastreicher und fragmentier-
ter Biofilm zu erkennen. Bakterien sind nur schemenhaft erkennbar. Die Pellikel-Schicht ist elektronendicht und
verdickt. Es zeigen sich homogene Aggregate. Die Schmelzoberfldche zeigt Alterationen mit Infiltrationen unter-
halb diese. Diese sind als wolkenartige Gebilde zu identifizieren (weifie Pfeile). S = Schmelzseite.
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Abb. 33: Reprisentative TEM-Aufnahmen der Probanden 3 und 4 nach 48 h Biofilm-Bildung. Die linke Spalte
zeigt die PK der rechten Seite, daneben die der linken. Der Biofilm ist bei Proband 3 als sehr elektronendicht mit
vielen Aggregaten erkennbar. Teilweise sind Bakterien schemenhaft erkennbar (1 und 2), eingebettet in eine ein-
heitliche Matrix. Diese sind nicht scharf abgrenzbar und zeigen keine klare Integritdt. Sie finden sich kontenziert
in der obersten Schicht. Die Pellikel-Schicht ist deutlich hervorgehoben mit homogenen elektronendichten Ag-
gregaten. Proband 4 zeigt einen kontrastreichen, wolkenartigen Biofilm ohne klare Struktur. Die Pellikel-Schicht
zeichnet sich auch hier deutlich ab. Alterationen der Schmelzoberfldche mit Infiltrationen unterhalb dieser zei-
gen sich bei beiden (weille Pfeile). S = Schmelzseite.

Die Kombination von Tanninsdure und Natriumfluorid zeigt demnach &dhnliche Ergebnisse wie
die der reinen Tanninsdure. Morphologische Erscheinungen wie die verdickte Pellikel-Schicht,
die elektronendichten homogenen Aggregate und die allgemein geringe Biofilmdicke finden
sich bei beiden Versuchsreihen. Die Verdanderungen um die Pellikel-Schicht sind im Kombina-
tionsspiilversuch etwas weniger stark ausgepragt. Weiterhin unterscheidet sich der Kombinati-
onsversuch dahingehend, dass die Dicke des Biofilms unter den Probanden stark variiert. Zu-
dem sind bakterielle Strukturen insbesondere in der obersten Schicht des Biofilms zwar ohne
strukturelle Integritit und nur schemenhaft angedeutet, allerdings deutlicher erkennbar als bei

den Aufnahmen aus dem Versuch mit reiner Tanninsdure. Die Alterationen der
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Schmelzoberflidche zeigte sich bei beiden Versuchen. Im Kombinationsversuch jedoch weniger
stark ausgeprégt. Die Probanden 2 und 4 zeigen, verglichen miteinander, grole Unterschiede
in Dicke und Struktur. Dennoch unterscheiden sich die Ergebnisse der Probanden, bezogen auf
die Spiilversuche mit Tanninsdure und Tanninsdure und Natriumfluorid, kaum voneinander.
Die Morphologie ist sowohl in Dicke, Struktur und Pellikel-Schicht sehr dhnlich. Proband 1
zeigt eine deutlich ausgeprégtere Alteration der Schmelzoberflédche mit Infiltraten bei der Kom-
bination als bei reiner Tanninséure. Proband 3 zeigt bei Tanninsdure eine starke Fragmentierung
des Biofilms sowie aller oben genannten Merkmale (Abb. 30). Bei der Kombination von Tan-
ninsdure und Natriumfluorid zeigt der Proband einen dicken Biofilm mit zum Teil erkennbaren
bakteriellen Strukturen. Die Alterationen der Schmelzoberfldche sind weiterhin deutlich er-
kennbar, allerdings nicht so stark ausgeprigt (Abb. 33). Unterhalb der Pellikel finden sich fa-
denartige, weniger elektronendichte, flache, parallel zur Schmelzoberfldche verlaufende und

unregelméfige Verdnderungen. Gelegentlich sind rundliche, weniger elektronendichte Areale

erkennbar. Die nachfolgende Aufnahme von Proband 3 verdeutlicht dies exemplarisch (Abb.

34).

Abb. 34: TEM-Aufnahme
des rechten PK von Pro-
band 3 nach 48 h Biofilm-
Bildung, in der Vergrofie-
rung 98000-fach, nach
Spiilung mit Tanninséure
+ Natriumfluorid. Es zeigt
sich eine elektronen-
dichte, verdickte Pellikel-
Schicht mit homogenen
Aggregaten (weille gestri-
chelte Linien). Oberhalb
ist ein maturierter und re-
gelméBiger Biofilm mit
schemenhaft erkennbaren
Bakterien (1). Alteratio-
nen der Schmelzoberfld-
che mit Infiltraten zeigen
sich als parallel verlau-
fende wolkenartige Struk-
turen. S = Schmelzseite.
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4.6.2 Versuchsreihe Il — Zwei Probanden

Spiilversuch 4: Phosphatpuffer 150 mM

Die Ergebnisse der TEM-Aufnahmen fiir die Spiilung mit Phosphatpuffer zeigen sehr &hnliche
Ergebnisse, verglichen mit der Negativkontrolle Wasser. Die Pellikel-Schicht ist unverdndert
und schmal, der Biofilm deutlich ausgeprigt und ist mehrschichtig angeordnet. Der Biofilm ist
nur selten unterbrochen. Es sind im Vergleich zu Wasser keine Besonderheiten in Biofilm oder
Pellikel-Schicht festzustellen (Abb. 35). Proband 2 zeigt morphologisch eine geringere Dicke

des Biofilms.

23000x

¥ e
e
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Abb. 35: TEM-Aufnahmen der Probanden 2 und 4 nach 48 h Biofilmbildung. Beide Probanden zeigen eine gut
strukturierten Biofilm. Bakterien sind klar erkennbar und mehrschichtig angeordnet. Teilweise sind Bakterien mit
mittigen Einschniirungen zu erkennen. Der Biofilm von Proband 2 ist im Vergleich zu Proband 4 nicht so dick
ausgebildet. Die Pellikel-Schicht ist schmal und unverindert. S = Schmelzseite.
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Die Pellikel-Schicht zeigt eine dhnliche Morphologie wie bei der Negativkontrolle Wasser. Sie
ist elektronendichter und gleichméaBig ausgeprigt. Die Biofilm Morphologie ist ebenfalls sehr
dhnlich. Bakterien sind klar erkennbar und scharf begrenzt. Die Matrix ist, soweit beurteilbar,
nicht verdndert und ist regelméBig ausgebildet. Die Morphologie entspricht einem regulér aus-
gebildeten Biofilm. Die nachfolgende Aufnahme (Abb. 36) von Proband 4 in 49000-facher

VergroBerung zeigt die besagten Ergebnisse.

Abb. 36: TEM-Aufnahme
des rechten PK von Pro-
band 4 nach 48 h Biofilm-
Bildung, in der Vergrofe-
rung 49000-fach, nach
Spiilung mit Tanninséure
+ Phosphatpuffer. Die
Aufnahme zeigt einen klar
strukturierten, mehr-
schichtigen Biofilm mit
intakten Bakterien. Die
Pellikel-Schicht zeigt sich
regelméBig, kontinuier-
lich und elektronendicht.
S = Schmelzseite.

500 nm

05 pm

Spiilversuch 5: Tanninsdiure 5 % + Phosphatpuffer 150 mM

Die Ergebnisse zeigen einen unstrukturierten Biofilm. Bakterien sind nur schemenhaft erkenn-
bar. Der Biofilm zeigt eine &hnliche Morphologie wie die TEM-Bilder bei dem Spiilversuch
mit Tanninsdure (Abb. 30). Die Pellikel-Schicht ist elektronendicht, und mit homogenen Ag-
gregaten besetzt. Sie hebt sich vom restlichen Biofilm ab. Verglichen mit den TEM-Bildern der
Tanninsdure ist diese allerdings nicht so stark elektronendicht hervorgehoben. Die Pellikel-
Schicht und Schmelzoberfliche sind kontinuierlich ausgeprdgt und ohne Unterbrechungen. Die
Dicke des Biofilms ist vergleichbar mit der des Tanninsdure-Versuches und liegt im Mittel bei
400 bis 500 nm. Bei Proband 4 sind Bakterien erkennbar. Diese sind in eine schemenhafte
Matrix eingebettet. Proband 2 zeigt einen dickeren Biofilm verglichen mit Proband 4. Beide
Probanden haben dennoch eine dhnliche Erscheinung des Biofilms. Die oberste Schicht des

Biofilms erscheint stark fragmentiert, die Oberfldche zerkliiftet.
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Abb. 37: TEM-Aufnahmen der Probanden 2 und 4 nach 48 h Biofilmbildung. Die linke Spalte zeigt PK der rechten
Seite, daneben die der linken. Es zeigt sich insgesamt ein unstrukturierter, aggregatreicher Biofilm. Bakterien sind
nur schemenhaft erkennbar. Die Oberfldche ist stark zerkliiftet. Einzig Proband 4 zeigt in 49000-facher Vergrofe-
rung einige rundliche, scharf begrenzte Formen die als Bakterien interpretiert werden koénnen. Diese befinden sich
in einer schemenhaften Matrix eingebettet. Die Pellikel-Schicht ist regelmaBig und kontinuierlich ausgebildet. Sie
zeigt sich elektronendicht und mit homogenen Aggregaten besetzt (1). S = Schmelzseite.
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5 Diskussion

5.1 Studiendesign und Probanden

Diese Studie beschiftigte sich mit dem Einfluss verschiedener Spiillésungen auf den oralen
Biofilm. Im vorliegenden Fall handelt es sich um eine in-situ-Studie. Da der Biofilm ein kom-
plexer Zusammenschluss verschiedener Bakterien und Mikroorganismen ist, ndhert sich der
Versuch realen, klinischen Bedingungen lediglich an. Eine weitere Rolle spielen zusétzliche
Parameter der Mundhohle. Dazu gehoren der Speichel, die Mundschleimhaut und individuelle
Faktoren. Dadurch besitzt der Versuch, verglichen mit einer in-vitro-Studie, eine groflere klini-

sche Relevanz.

In den Versuch wurden vier Probanden mit einbezogen. Zu Beginn hatten diese ein Alter von
23 bis 28 Jahre. Allesamt waren Zahnmedizin-Studenten. Das Gebiss war kariesfrei und zeigte
keine entziindlichen Verdnderungen wie Gingivitis oder Parodontitis. Ihre Mundhygiene war
sehr gut. Sie reprisentieren daher nicht unbedingt den Durchschnitt der Bevdlkerung [87]. So-
wohl ihr Alter als auch ihre Mundgesundheit beeinflussen die Pellikel-Zusammensetzung und
das Vorhandensein von bestimmten Bakterienspezies [2,39]. Da ein solcher Versuchsaufbau
sehr aufwéndig ist und grof3e Disziplin der Probanden erfordert, ist es schwer geeignete Perso-
nen zu akquirieren. Die Probanden miissen iiber einen ldngeren Zeitraum mehrfach die Schie-
nen tragen, sich streng an die Vorgaben des Versuches halten und daher zuverldssig sein. Es
durfte nur Wasser getrunken werden, ohne Zahnpasta geputzt werden und bei Mahlzeiten war
die Schiene auszuziehen. Daher fehlt in diesem Versuch auch der mechanische Abrieb des Bio-
films durch die Nahrung. Auch die Vorbereitung der Priifkdrper und Auswertung derer ist sehr
aufwendig. Die Anzahl der Probanden orientierte sich daher an anderen vergleichbaren Studien
[8,19,20,43,78,90,103]. Dennoch eignet sie sich im Rahmen der Grundlagenforschung zur Be-
schreibung der Effekte verschiedener Spiillosungen. Fiir ein exakteres, reprisentativeres Ge-
samtergebnis wiren mehr Probanden, auch aus unterschiedlichen sozio-6komischen Verhilt-

nissen, notig.

Jeder Proband nahm an allen Spiilversuchen teil. Zwischen den einzelnen Versuchen wurde
eine Auswaschzeit von mindestens zwei Tagen eingehalten. Dies verhindert, dass sich Effekte
der einzelnen Versuche iiberlagern. Die Spiilmenge und -zeit orientieren sich an Anwendungs-
hinweisen handelsiiblicher Mundspiillosungen wie beispielsweise Meridol (CP Gaba GmbH,

Hamburg, Deutschland). Die Fluoridkonzentration wurde ebenfalls an die der handelsiiblichen
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Spiillésungen angepasst. In der Literatur wurden fiir Fluoride &hnliche Konzentrationen ver-
wendet [28,63]. Die Tanninséure-Konzentration wurde an dhnliche Studiendesigns angelehnt
[46,91]. Da fiir die Pufferlosung keine Studien oder Vergleichslosungen vorhanden waren,
wurde eine Molaritit gewihlt, die ausreichend stark genug war, um Tanninsdure abzupuffern.
Gleichzeitig liegt der Phosphat-Anteil dhnlich hoch wie in normaler H-Milch und ist demnach
gesundheitlich unbedenklich [80]. CHX lag fiir die positiv Kontrolle als Fertiglosung in klinisch
iblicher Konzentration vor [6,58,79,89]. Die Tragedauer betrug 48 h, diese ergab sich aus Vor-
versuchen. In diesen zeigte sich bei 24 h eine zu geringe Biofilmbildung fiir die Auswertung.
Das Spiilprotokoll ldsst die Beurteilung der initialen Kurzzeiteffekte und Langzeiteffekte der

Spiillésungen zu.

5.2 Priifkorper

Insgesamt wurden fiir die Studie 144 bovine Schmelz-PK benutzt. Einige Studien konnten be-
reits nachweisen, dass diese sich als Ersatz fiir humane Zéhne in Studien eignen [47,107]. Dies
ist bedingt durch die geringe Verfiigbarkeit von humanen Zidhnen. Zudem sind humane Zahne
flichenmédBig kleiner und haben oft kariése Lésionen, was die Aussortierung und damit den
Bedarf erhoht. AuBlerdem stellen sie ein Infektionsrisiko dar. Allerdings haben bovine Zdhne
groBere Schmelzkristalle und gleichméBiger verteiltes Calcium [47]. Diese Eigenschaften soll-
ten, insbesondere im Hinblick auf die Beurteilung von Erosionen, in die Interpretation einflie-
Ben. Dennoch sind bovine Zéhne in vielen Studiendesigns etabliert, was diese auch untereinan-

der vergleichbar macht. Klinisch héhere Relevanz hitten dennoch humane Zihne.

5.3 Analyseverfahren

5.3.1 LIVE/DEAD® Auswertung
Mit Hilfe der LIVE/DEAD® BacLight™ Analyse wurde der Biofilm angefédrbt und im Fluo-

reszenzmikroskop untersucht. Dieses Verfahren ist durch seine Zuverldssigkeit, einfache Hand-
habung und gutem Kontrast der Farbung anderen Verfahren vorzuziehen [16,40,103]. Die Aus-
wertung der Bedeckung erfolgte mit ImageJ. Die lizenzfreie Software ist bereits seit 1987 er-
haltlich und hat in der Wissenschaft bereits Einzug gefunden [53,95]. Fiir die Analyse von Bild-
dateien gehort sie zu den am hiufigsten genutzten Anwendungen. Die Bakterien wurden ma-
nuell erfasst und anschlieBend wurden diese Pixel der Gesamtheit der Pixel gegeniibergestellt.
Fiir die Analyse der Vitalitidt wurde das Programm MATLAB™ verwendet. Dieses multifunk-

tionelle, kommerzielle Programm erschien 1984. Uberwiegend fiir Datenauswertung und
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Analyse genutzt, findet es insbesondere an Hochschulen und in der Industrie Anwendung und
ist durch verschiedene sogenannte Add-Ons vielseitig erweiterbar, wodurch Bildanalysen mog-
lich sind. Hierzu wurde ein eigenes von der Universitit des Saarlandes, Abteilung Experimen-
talphysik, entwickeltes Programm genutzt. Dieses nutzt zur Erfassung von Bakterien zusitzlich

zu Pixeln deren Helligkeit und Farbséttigung.

Durch mehrschichtigen Biofilm kommt es zuweilen zu Uberlagerungen und daher zu Ungenau-
igkeiten. Um Uberlagerungseffekte auszugleichen, wurden solche Bakterien, die das Programm
erkannt hat, zu 50 % als LIVE und 50 % als DEAD gewertet. Durch die Farbstoffe, die Nukle-
insdure anfarben, erscheinen sich teilende Bakterien heller. Ebenso zeigt sich ein Unterschied
bei verschiedenen Bakterienspezies. Auch die Belichtungszeit des FM spielt eine Rolle bei der
Darstellung der Bakterien. Denn bei groflen Bakterienansammlungen wird die Belichtung re-
duziert, um liberméBige Helligkeit zu verhindern. Ansonsten wiirden diese als einziger Farb-
fleck dargestellt werden. Nachteilig ist hierbei, dass in weniger dichten Bereichen die Bakterien
nur unzureichend dargestellt werden. Die Vitalitdt hat zudem bei weniger bedeckten PK eine
geringere Aussagekraft. Denn in diesem Fall haben wenige Bakterien einen groferen Einfluss

auf das Gesamtergebnis als eine reprasentativerer Menge.

5.3.2 REM Auswertung
Zusétzlich wurde die LIVE/DEAD Untersuchung durch REM-Aufnahmen ergénzt. Durch die

Kombination beider bildgebenden Methoden konnten mehr Informationen gewonnen werden.
Das Rasterelektronenmikroskop erlaubt die Darstellung der Oberflachenstruktur von Bakterien
und Biofilm. Weiterhin kdnnen Artefakte und &hnliches durch die Mehrinformationen besser
erfasst werden [13,71]. Die LIVE/DEAD Aufnahmen dienen nur der Interpretation lebender
und toter Bakterien. Die REM-Aufnahmen werden in einem kontrastreichen, grauen Bild dar-
gestellt. Daher sind Auflésung, Kontrastbildung und die gesamte Bildqualitét entscheidend fiir
eine addquate Beurteilung [13]. Da die Aufnahmen zum Teil mit groer Vergroferung gemacht
werden, ist das Blickfeld stark eingeschréinkt. So lassen sich Ergebnisse einzelner Ausschnitte

nicht auf die Gesamtheit des PK iibertragen.

5.3.3 TEM Auswertung

Die TEM Analyse ergéinzt die anderen Auswertungen um eine weitere Ebene. Bei der Darstel-
lung wird der Priifkdrper langs angeschnitten und erlaubt so eine Beurteilung der Biofilmdicke.
Zudem kann die Ultrastruktur des Biofilms und der Pellikel betrachtet werden [98]. Wie bei der

REM Analyse wird das Bild in grau dargestellt und ausgewertet. Die Anfertigung von
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Ultradiinnschnitten (50-70 nm) fiihrt hdufig zu Stauchungen der Probe. Die so entstandenen
Artefakte stellen sich als schwarz dar und machen den Bereich unméglich zu beurteilen (Abb.
26). Die Methode hat den Nachteil, dass unter Umstdnden ein Bereich des PK angeschnitten
wurde, der einen diinnen Biofilm aufweist. Daher decken sich die TEM-Ergebnisse manchmal
nicht mit den Ergebnissen der anderen beiden Methoden. Zudem lasst sich durch eine TEM-
Aufnahme kein Riickschluss auf die Gesamtheit des Priparats schlieBen. Innerhalb eines Pro-
banden variierte zudem der Kontrast, also die Elektronendichte, was wahrscheinlich auf unter-
schiedliche Schichtstiarken zuriickzufiihren ist. Mitunter sind auch Ablésungsartefakte zu fin-
den, was die Beurteilung dieses Bereiches erschwert. Die Gesamtheit aller drei Methoden, unter

Berticksichtigung der Fehlerquellen, ldsst eine gute Analyse der Préparate zu.

5.4 Diskussion der Ergebnisse

5.4.1 Negativkontrolle (Wasser)

Die PK waren im Mittel zu 68 % bedeckt. Die Unterscheide zwischen den Probanden waren
hoch, teilweise bis zu 30 %. Vergleichbare Studien quantifizieren hiufig die Anzahl der Bak-
terien bzw. Anzahl der Kolonien und nicht die prozentuale Bedeckung [52]. Das macht die
Vergleichbarkeit schwierig. In einigen wenigen Studien, welche nach 48 h Tagedauer die Pro-
ben analysierten, zeigte sich eine vergleichbare Bedeckung [43,78]. Die Vitalitdt war im Mittel
bei 63 % und deckt sich mit Ergebnissen aus der Literatur [8,78]. Sowohl tote als auch lebende
Bakterien sind vorhanden. Da Wasser keinen Effekt hat, konnen insbesondere in der Anfangs-
phase der Biofilmbildung die Speichelproteine auf den Biofilm wirken. Die antibakteriellen
Komponenten fithren dazu, dass sich tote Bakterien auf der Schmelzoberfliche sammeln. An
diese lagern sich schlielich weitere Bakterien an, die dann einen groBeren Biofilm bilden. Die
bakterielle Biofilmbildung iiberlagert dann den antibakteriellen Effekt des Speichels [7]. Mit
dem REM wird die Oberflache des Biofilms dargestellt. Es sind Bakterien dargestellt, die eine
kugelformige Struktur aufweisen. Dieser aufliegend finden sich fadenformige und kugelfor-
mige elektronendichte Aggregate. Es konnte sich dabei um Polysaccharide der Zellmembran
oder Teile der extrazelluldren Matrix handeln [49,100]. Eine genaue Bestimmung lésst sich
durch die Aufnahme nicht vornehmen. Die TEM-Aufnahmen zeigen einen dichten, dicken Bio-
film. Einzelne Bakterien sind erkennbar, da sie elektronendichter als thre Umgebung sind. Die
Dicke betrigt im Mittel 7000 nm. Die Pellikel ist elektronendichter und es sind homogene Ag-

gregate zu finden. Es handelt sich vermutlich um Proteinaggregate. Eine genaue Beurteilung
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der Bakterienspezies ist nicht moglich. Die Ergebnisse der TEM-Bilder decken sich mit denen

aus der Literatur [40,78].

5.4.2 Positivkontrolle (CHX)

Fiir die Positivkontrolle wurde eine 0,2 %ige CHX Losung verwendet. Eine solche findet be-
reits seit Jahren Anwendung in der Zahnmedizin und gilt als der Goldstandard [58,79]. In dieser
Versuchsreihe zeigte CHX bezogen auf Vitalitit und Bedeckung das beste Ergebnis. Bei jedem
Probanden zeigt sich ein starker Riickgang, jedoch auch mit individuellen Unterschieden. Die
Ergebnisse sind auf die Fahigkeit von CHX, sich an die Pellikel zubinden und so einen langan-
haltenden und direkten Effekt zu vermitteln, zuriickzufiihren. Die REM-Analyse zeigt keinen
klar strukturierten Biofilm. Es sind verglichen mit der Negativkontrolle groere Aggregate zu
erkennen, die zum Teil keine eindeutige Form aufweisen. Es konnte sich hierbei um Proteinag-
glomerate handeln. Andererseits ist bekannt, dass CHX mit Proteinen der Pellikel eine Bindung
eingeht und diese dann als elektronendichte Strukturen dargestellt werden konnten
[78,86,88,89]. Die REM-Aufnahme zeigt den antiadhirenten Effekt von CHX und es ist keine
klare Biofilm-Struktur erkennbar. In den TEM-Aufnahmen zeigt sich deutlich die geringe Bio-
filmdicke. Die Pellikel-Schicht ist elektronendicht verbreitert. Dies konnte auf die Bindung von
CHX mit den Pellikel-Proteinen zuriickzufiihren sein. Die groferen elektronendichten Struktu-
ren zeigen eine kugeldhnliche Form, dennoch keine klare Struktur. Vermutlich handelt es sich
um Proteinaggregationen. Diese Ergebnisse der TEM-Analyse decken sich mit den Ergebnissen

anderer Studien [78].

5.4.3 Natriumfluorid

Natriumfluorid wurde in der Konzentration 500 ppm F~ verwendet. Die bakterielle Bedeckung
war mit einem Mittelwert von 46 % vergleichsweise hoch. In dieser Versuchsreihe waren al-
lerdings die Unterscheide unter den Probanden am hochsten. So zeigte ein Proband 95 % Be-
deckung, wihrend die andern im Mittel bei 20-30 % lagen. Daher hat der Mittelwert geringe
Aussagekraft. Diese Abweichung zeigt sich nicht bei der Vitalitéit, welche bei 58 % lag. Die
Vitalitdt war vergleichbar hoch mit der der Negativkontrolle Wasser. Dies ldsst sich darauf
zuriickzufiihren, dass Natriumfluorid geringe bis keine antibakteriellen Eigenschaften aufweist
[28,63,89]. Die Ergebnisse lassen sich mit antiadhirenten Eigenschaften von Fluoriden begriin-
den [61,63,77]. Die Abweichung des einen Probanden konnte auf eine fehlerhafte Versuchs-
durchfithrung seitens des Probanden, oder auf einen probandenspezifischen Effekt zuriickzu-

fiihren sein. Die Ergebnisse des REM sind mit denen der Negativkontrolle vergleichbar. Die
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Oberfldchenstruktur dhnelt dieser stark. Auch die TEM-Aufnahmen zeigen ein vergleichbares
Bild. Lediglich ein Proband hatte keine klar erkennbaren Bakterien oder andere Strukturen.
Vermutlich wurden bei diesem Probanden Areale angeschnitten, die vornehmlich keine leben-
den Bakterien enthielten. Besondere Verdnderungen der Pellikel-Schicht oder der Oberflachen-
struktur waren bei keinem der Probanden zu erkennen. Dies deckt sich auch mit den Schluss-
folgerungen anderer Studien, nach denen Natriumfluorid allein keinen signifikanten antibakte-
riellen Effekt zeigt, insbesondere bei der Anwendung auf bereits gebildetem Biofilms. Dem-
nach kann eine verminderte initiale Adhésion als Erkldrung fiir die Ergebnisse in Betracht ge-

zogen werden kann.

5.4.4 Tanninsaure

Mit Tanninsdure wurde in diesem Versuch in 5 %iger Konzentration gespiilt. Antibakterielle
Eigenschaften der Tanninsdure und deren Gruppenvertreter der Polyphenole sind bereits be-
kannt. Auch in anderen Studien konnten diese nachgewiesen werden [33,42,56,62,91,92,106].
Auch besteht die Fahigkeit zur Verdnderung der Pellikel-Struktur oder Ausféllung von Protei-
nen [56,57]. Die Ergebnisse der Spiilung zeigen eine signifikante Reduktion der bakteriellen
Bedeckung auf bis zu 25 % im Mittel. Damit decken sich die Ergebnisse hinsichtlich der anti-
adhirenten Wirkung der Tanninsiure mit denen aus der Literatur [46,59]. In vielen dieser Stu-
dien konnte der Effekt insgesamt fiir Polyphenole gezeigt werden [77]. Verglichen mit dieser
Versuchsreihe variiert das Studiendesgin insgesamt. Die Vitalitit konnte auf bis unter 40 %
reduziert werden. Die Ergebnisse waren nicht so stark ausgeprégt wie bei der Positivkontrolle
mit CHX. Insgesamt konnten relevante Ergebnisse erzielt werden, die sich fiir einen klinischen

Einsatz eignen und die Mundhygiene unterstiitzen kénnten.

Die Aufnahmen des REM decken sich mit denen des FM. Die elektronendichten Strukturen
sind vergleichbar mit denen des CHX-Versuches. Auch hier waren Zellreste und lytische Bak-
terien erkennbar. Verdnderungen der Schmelzoberfldche konnten nicht eindeutig beurteilt wer-
den. Aufnahmen des TEM zeigen fiir Tanninsdure spezifische Ergebnisse. Elektronendichte
Aggregate an der Pellikel-Schicht, lytische Bakterien und keine typische Biofilmstruktur zeigen
sich auch in vergleichbaren Studien [90,106]. Auffallend waren Alterationen mit einer elektro-
nendichten Erscheinung unterhalb der Schmelzoberflache. Diese konnten auf erosive Veridnde-
rungen des Schmelzes hindeuten. Teilweise sind globuldre Strukturen erkennbar. Das kdnnte
auch auf die hohe Tanninsdure-Konzentration zuriickzufiihren sein. Wéhrend der Spiilung
konnten sich auch Bakterien und Proteine in den Hohlrdumen eingelagert haben. Vergleichbare

Studien hatten zum Teil eine deutlich niedrigere Konzentration und konnten daher diese
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Ergebnisse nicht zeigen. Dennoch ist zu erwdhnen, dass diese erosiven Verdnderungen die kli-
nische Anwendbarkeit zur tiglichen Mundhygiene reduzieren. Auch extrinsische Zahnverfir-
bungen wurden bereits beobachtet und sind nicht zu vernachléssigen [83]. Bei der Anwendung

von CHX treten diese ebenfalls auf [6,14,94].

5.4.5 Tanninsdure und Natriumfluorid

Ausgangshypothese war die einzelnen Effekte der beiden Wirkstoffe zu kombinieren, um einen
kumulativen antibakteriellen Effekt zu erzeugen. Auch im Hinblick auf die erosiven Verande-
rungen gab es die Uberlegung diese Areale zu remineralisieren. Die bakterielle Bedeckung der
PK konnte im Vergleich mit reiner Tanninsdure weiter um circa 15 % im Mittel gesenkt werden.
Die Vitalitdt hingegen blieb nahezu unveréndert. Das konnte ein Hinweis auf eine mogliche
Verstdarkung des antiadhédrenten Effekt sein [46,61,63]. Zu diesem speziellen Versuchsaufbau
sind in der Literatur keine vergleichbaren Studien verfiigbar, weshalb dieses Ergebnis nicht
eingeordnet werden kann. Sicher ist, dass vier Probanden eine zu geringe Anzahl sind, um kon-
krete Aussagen abzuleiten. Die Ergebnisse des REM bestdtigen dies hinsichtlich der bakteriel-
len Bedeckung. In der Morphologie unterscheiden sich diese Proben nicht. In den TEM-
Aufnahmen zeigt sich ein vergleichbares Bild wie bei reiner Tanninsdure. Dieses ist allerdings
weniger elektronendicht. Die Alterationen der Schmelzoberflache waren weiterhin vorhanden.
Daher muss angenommen werden, dass wéhrend des erosiven Angriffs der Tanninséure (pH =
2,3) keine quantifizierbare Remineralisation durch Natriumfluorid erfolgt ist. Auch wurden die
typischen Erscheinungen der Tanninsdure nicht abgemildert. Hinweise auf einen kumulativen

antibakteriellen Effekt konnten demnach nicht gefunden werden.

5.4.6 Phosphatpuffer

Die Spiilldsung mit 150 mM Phosphatpuffer wurde als weitere Kontrolllosung eingebracht. Da
die erosiven Effekte der Tanninsdure nicht mit Natriumfluorid aufgehoben werden konnten,
wurde ein Pilotversuch mit zwei Probanden gestartet. Der pH von 2,3 des Tanninsdure-Ver-
suchs liegt unter dem kritischen pH-Wert des humanen Zahnschmelzes. Daher wurde eine Puf-
ferkonzentration gewihlt, die nach Kombination mit Tanninsdure diesen auf ein unkritisches
Niveau anhebt. Mit einem 150 mM starken Puffer (pH = 7,5) konnte der pH Wert auf 5,5 erhoht
werden. Um unerwiinschte und unbekannte Wechselwirkungen auszuschlieBen, wurde zu-
néchst mit reinem Phosphatpuffer gespiilt. Zu diesem Versuchsaufbau finden sich keine ver-
gleichbaren Studien, sodass die Ergebnisse nicht mit anderen in den Diskurs gebracht werden

konnen. In den wenigen Studien wurden Pufferlosungen oft als Zugabe zu einer Spiillsung,
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und damit nicht als reiner Puffer, verwendet [4,67,82,84,105]. Zudem handelt es sich hdufig

um in-vitro Studien.

Die Bedeckung ist vergleichbar mit der Negativkontrolle Wasser, bezogen auf den Mittelwert
sogar etwas hoher. Moglicherweise ist das darauf zuriickzufiihren, dass die Pufferlésung mit
dem Speichel interagiert. Es konnte den Speichelpuffer beeinflussen, die Proteinadhdsion oder
den antibakteriellen Effekt. Die Ergebnisse von zwei Probanden konnen hier allerdings nur ei-
nen Hinweis liefern. Die Zusammenhénge sind weiter zu untersuchen. Die Vitalitdt war dhnlich
zu der Negativkontrolle Wasser. Die REM-Analyse bestétigte diese Ergebnisse. Es zeigten sich
keine morphologischen Unterschiede verglichen mit der Negativkontrolle. Die TEM-
Aufnahmen zeigten bei einem Probanden eine geringe Dicke des Biofilms. Auch ist der gesamte
Biofilm inkonstant und tiberwiegend nicht elektronendicht. Moglicherweise sind Ablosungsar-
tefakte und Schnittartefakte dafiir verantwortlich. Die Ergebnisse sind mit denen der Negativ-
kontrolle Wasser vergleichbar. Ob die hohe Bedeckung des PK auf eine mogliche Interaktion
des Puffers zuriickzufiihren ist oder lediglich ein zufdlliger Befund der Probanden ist, ldsst sich

mit den vorliegenden Daten nicht abschlie3end kliren.

5.4.7 Tanninsdure und Phosphatpuffer

Die Kombination der Tanninsdure und des Phosphatpuffers zeigte bei der Bedeckung &hnliche
Ergebnisse wie bei der Spiilung mit reiner Tanninsdure. Eine so starke Reduktion wie bei CHX
und der Tanninsdure und Natriumfluorid Kombination konnte nicht erzielt werden. Die Vitalitét
war niedriger als bei reiner Tanninséure und der Kombination mit Natriumfluorid. Es ldsst sich
erkennen, dass diese Spiilkombination zu einer Reduktion der Vitalitat, aber vermehrter Bede-
ckung gefiihrt hat, verglichen mit den anderen Tanninséure Spiilldsungen. Die vermehrte Be-
deckung wurde bereits bei der Kontrollldsung mit Phosphatpuffer beobachtet. Bei dem REM-
Ergebnissen konnten die Beobachtungen der FM bestitigt werden. Die Oberflichenmorpholo-
gie zeigt zunehmend rundliche Strukturen im Sinne von Bakterien. Daneben finden sich elekt-
ronendichte Areale ohne erkennbare Struktur. Diese dhnelt den Ergebnissen der anderen Tan-

ninsdure-Spiillosungen. Es waren keine Besonderheiten im Vergleich zu erkennen.

Die TEM-Aufnahmen zeigen elektronendichte Strukturen, die fiir Tanninsédure typisch sind. Sie
finden sich auch bei den anderen Versuchen. Bei diesem Versuch erscheinen diese geringfligig
weniger elektronendicht, die Pellikel ist schwach hervorgehoben. Es sind sehr wenige intakte
Bakterien in den TEM-Aufnahmen zu erkennen, was den Ergebnissen aus FM und REM wi-

derspricht. Der unstrukturierte, maturierte Biofilm ist im direkten Vergleich jedoch dicker.
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Auftallig ist, dass nun unterhalb der Schmelzoberfldache keine Verdnderungen zu erkennen sind.
Verglichen mit den TEM-Aufnahmen der reinen Tanninséure ist diese durchgéngig gleichfor-
mig. Teilweise sind elektronendichtere konzentrierte Areale zu finden. Es konnte sich um Ar-

tefakte oder um Proteinaggregation nahe der Pellikel-Schicht und Schmelzoberfldche handeln.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Kombination mit Phosphatpuffer einen positiven
Einfluss auf das erosive Verhalten der Tanninsédure hat. Gleichzeitig ist Pufferlosung durch die
regelméBigen Spiilungen in erhdhter Konzentration vorhanden, diese kdnnte moglicherweise
einen Sdureangriff abpuffern. In der Literatur finden sich hierzu Studien, die sich mit dem Ein-
fluss verschiedener Testlosungen auf den pH-Wert des Biofilm, der Pellikel und des Speichels
befassen [26,48,67,81,82,84]. Diese bieten einen Erkldarungsansatz. Zum einen konnte der pH-
Wert des Speichels schneller wieder erhoht worden sein nach dem Sédureangriff. Zum anderen
spielt die Pellikel eine wichtige Rolle. Messias et al. (2010) konnten zeigen, dass bei Anwen-
dung eines Natriumbicarbonat-Puffers zwar weniger Oberflichenverlust bei erodiertem
Schmelz eintrat, die verringerte Hirte des Schmelzes aber nicht positiv beeinflusst werden
konnte. Somit konnte der Schmelz zwar weiterhin erosiv geschiadigt sein, aber nicht stark ge-
nug, damit es zu Infiltrationen kommen konnte. Der pH-Wert des Biofilms ist vor allem abhéin-

gig vom vorhandenen Siure-Typ und der Pufferkapazitit [48].

Daher sind die Ergebnisse bezogen auf Erosion nur fiir diese in-situ Studie anwendbar. In der
Realitit ist der Schmelz zusétzlichem Sdureangriff aus der Nahrung und von Bakterien ausge-
setzt. Zumindest in dieser Versuchsreihe mit zwei Probanden konnte gezeigt werden, dass auch
mit gepufferter Tanninsdure eine signifikante Bakterienreduktion moglich ist. Da bei zwei Pro-
banden spezifische Effekte deutlicher das Gesamtergebnis beeinflussen, konnen keine generel-

len Schlussfolgerungen postuliert werden.

5.5 Schlussfolgerungen

Fiir die Anwendung als antibakterielle orale Spiillosung wird klinisch insbesondere CHX ein-
gesetzt. In der Kariespriavention kommen Fluoridverbindungen zum FEinsatz. Tanninséure gilt
als vielversprechendes orales Antiseptikum. Die antibakteriellen und antiadhdrenten Wirkun-
gen konnten auch in dieser Studie gezeigt werden. Natriumfluorid allein konnte keine ausrei-
chende antibakterielle Wirkung zeigen und ist daher nicht als solches geeignet. Die Ergebnisse
werden von der Literatur gestiitzt. Die Tanninsdure-Kombination mit Natriumfluorid konnte
geringfligig bessere Reduktion der bakteriellen Besiedelung erzielen. Ein kumulativer antiad-

hirenter Effekt konnte dafiir verantwortlich sein. Weitere Versuche mit deutlich mehr
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Probanden wéren nétig, um dieses Ergebnis zu validieren. Die unerwiinschten erosiven Verén-
derungen der Schmelzoberfliche durch Tanninsdure konnten mit dieser Kombination nicht ver-
hindert werden. Gepufferte Tanninsdure zeigte einen vergleichbar guten antibakteriellen und
antiadhérenten Effekt. Die unerwiinschten erosiven Verdnderungen konnten in diesem Versuch
verhindert werden. Die Wirkung konnte ohne den sauren Charakter reproduziert werden, was
die gepufferte Tanninsdure zu einem vielversprechenden klinischen Antiseptikum macht. Die
genauen Wirkmechanismen, insbesondere des Puffers, sind weiter zu analysieren. In dieser Stu-
die konnten nur mittelfristige Ergebnisse bis 48 h erfasst werden. Es sind im Hinblick auf un-
erwilinschte Nebenwirkungen Untersuchungen {iber einen lingeren Zeitraum nétig. Zudem
miissen weitere Studien mit mehr Probanden durchgefiihrt werden. Auch muss die Probanden-
gruppe erweitert werden, damit das Gesamtbild der Gesellschaft abgebildet werden kann, und
um so ein klinisch relevantes Ergebnis zu erhalten. Die sehr gute Wirkung von CHX konnte
nicht erreicht oder libertroffen werden, sodass Tanninsdure nicht als vollwertige Alternative zu

sehen ist.
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Anhang

8 Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der

Dissertation nicht verdffentlicht.
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