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1. Einleitung

Bereits im 12. Jahrhundert empfahl HILDEGARD VON BINGEN in ihrem Werk "Causae et
curae" prophylaktisches Mundspiilen, um die Zdhne und das Zahnfleisch gesund zu
erhalten:

,wDer Mensch muf3 immer wieder die Zihne zwischendurch durch Spiilen mit Wasser
reinigen, tut er dies nicht regelmdfig, dann entsteht als Folge mitunter im Fleisch um
die Zihne ein Livor (=Zahnbelag) und vermehrt sich, so dass das Zahnfleisch krank
wird. Auch entstehen aus dem Livor, der sich um die Zdihne abgelagert hat, schon
einmal Zahnwiirmer, die ebenfalls das Zahnfleisch anschwellen lassen; so hat der
Mensch seinen Zahnschmerz [1].°

Sollten die Zdhne trotz dieser vorbeugenden Spiilungen vom sog. Zahnwurm (gemeint
war Karies) befallen sein, so riet HILDEGARD VON BINGEN, diesen mit Aloe und Myrrhe
zu behandeln [1].

Ohne von Bakterien, der Atiologie von Karies und Parodontitis oder den
Zusammenhingen der Desinfektion zu wissen, beschrieb die Benediktiner-Abtissin also
bereits damals zutreffend #therische Ole als effektive Therapiemittel, um Erkrankungen
der Mundhohle vorzubeugen. Neben solchen stehen heutzutage viele synthetische
Wirkstoffe zur Verfiigung. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich eine
Polyhexanidlosung in-vitro zur Bekdmpfung einer pathologischen Mundflora im
Vergleich zum etablierten Chlorhexidindiguconat eignet. Mdgliche Einsatzgebiete

wiéren hier die Therpie von Parodontitis, Karies und oraler Wundheilungsstérungen.

1.1 Die mikrobielle Mundhohlenflora

Wihrend der Geburt, spétestens kurz danach wird die Mundhohle von verschiedensten
Mikroorganismen besiedelt [2]. Bei Verdauung und Immunabwehr spielt diese
physiologische mikrobielle Besiedelung der Mundhdhle eine wichtige Rolle. Mit Hilfe
molekularbiologischer Methoden konnten hier bisher iiber 700 unterschiedliche
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Die physiologische Mundflora umfasst neben

Bakterien auch Pilze und Protozoen [3].



Die spezifische Zusammensetzung der Mundflora ist interindiviudell unterschiedlich
und verdndert sich mit dem Alter der Patienten. Passend zu den altersgerechten
Gegebenheiten in der Mundhdhle verdndern sich die prozentualen Anteile an anaeroben
Mikroorganismen. Vor der ersten Dentition sind kaum Anaerobier anzutreffen. Erst mit
Druchbruch der Zihne und damit dem Entstehen von Schlupfwinkeln wie Sulci und
Approximalrdumen setzten sich anaerobe Erreger in der Mundhohle fest [4, 5]. Im
hoheren Alter finden sich dann mit abnehmender Zahl an Zihnen immer weniger
solcher Mikroorganismen, dafiir vermehrt Hefen (z.B. Candida albicans) und andere

Pilze, deren Ansiedlung durch das Tragen von Prothesen begiinstigt werden [6].

Grundsétzlich muss bei Bakterien in der Mundhohle zwischen planktonoiden, also sich
frei im Speichel bewegenden, und ortsgebundenen, in Biofilmen organisierten
Mikroorganismen, unterschieden werden. Wihrend die planktonoiden Bakterien durch
einfache Verdiinnung bzw. Durchfluss entfernt werden konnen, widerstehen in
Biofilmen organisierte Bakterien solchen Angriffen [7].

Um in der Mundhohle verbleiben zu konnen, haben Bakterien ein gewisses
Adhésionsvermogen entwickelt. So konnen sich Bakterien nicht nur aneinander binden,
sondern sich auch mit Hilfe von Adhésinen an Epithelzellen der Schleimhaut oder die
Schmelzoberhdutchen bzw. Zahnhartsubstanzen ihres Wirts heften [8]. Eine derartige
Symbiose von Mikroorganismen als Aggregation vieler verschiedener Bakterien werden
Biofilm genannt. Auf Zahnoberfldchen wird dieser Biofilm auch als Plaque bezeichnet
(s. Abbildung 1)

Biofilme bieten den  beteiligten = Bakterien neben den  spezifischen
Adhédsionsmechanismen viele weitere Vorteile. So kommt es zum Beispiel zum
Austausch von Stoffwechselprodukten, zur Signaltransduktion und zu gesteigerter
Widerstandskraft gegen wirtseigene oder iatrogene antibakterielle Angriffe. Als Biofilm
organisiert, entstechen gegen diese Angriffe unterschiedliche, zusétzliche
Abwehrmechanismen, wie zum Beispiel Sekretion schiitzender Muzine, Immunglobulin
und Komplement abbauende Proteasen und gegen Antibiotika gerichtete extrazelluldre

Enzyme [7].



Abbildung 1: Dentaler Biofilm
(Foto freundlicherweise von Dr. M. KollmuB, Poliklinik fiir Zahnerhaltung und
Parodontologie, LMU Miinchen zur Verfiigung gestellt)

Ein weiterer Vorteil ist, dass sich nach bereits 24 Stunden nach Beginn der
Biofilmbildung ein anaerobes Milieu innerhalb der Plaque entwickelt, das es auch
Anaerobiern ermdglicht, sich anzusiedeln [9]. Persistiert die Plaque iiber einen ldngeren
Zeitraum, entsteht durch Mineralisierung der extrazelluliren Matrix und auch der
Bakterien selbst Zahnstein [10].

Eine Erregerbelastung fiir den gesamten Organismus bei zahnédrztlichen Eingriffen
beschrieben OKELL und Mitarbeiter erstmals 1935, als sie das Auftreten oraler
Mikroorganismen nach zahnérztlichen Eingriffen im Blut des Patienten (sogenannte
Bakeridmie) nachwiesen. Mittlerweile liegen Studien zur Bakteridmie-Inzidenz zu
einzelnen spezifischen Eingriffen, wie Extraktionen (100% [11]), Sondieren von
Zahnfleischtaschen im Rahmen des Erheben eines Parodontalstatus (20% [12]) und
subgingivalem Scaling (46% [13]) vor. Alle Studien zeigten auBlerdem, dass die
Bakteridmien in der Regel nicht ldnger als 15 min nach dem Eingriff anhalten. Bei
pradispositionierten Patienten kann eine derartige iatrogen hervorgerufene Bakteridimie
eine infektiose Endokarditis ausldsen [14]. Zu derartigen Patienten gehdren Menschen
mit angeborenem oder erworbenem Herzfehler, Mitralklappenprolaps mit

Mitralinsuffizienzgerdusch ohne ausgeprigter myxomatdser Degeneration, mit



hypertroph obstruktiver Kardiomyopathie. Ein besonders hohes Endokarditisrisiko
haben die Patienten mit Herzklappenersatz mittels mechanischer oder biologischer
Prothese, im Zustand nach mikrobiell verursachter Endokarditis oder mit angeborenem
(komplexem) Herzfehler mit Zyanose [15].

Aus diesem Grund hat die Europidische Gesellschaft fiir Kardiologie eine Leitlinie
herausgegeben, um derartige Patienten zu erkennen und prophylaktisch mit Antibiotika
zu behandeln. Hier wird betont, dass hygienische periinterventionelle Bedingungen den
Grundpfeiler einer jeden Endokarditisprophylaxe darstellen [15]. Solche Bedingungen

konnen beispielsweise durch orale Desinfektionsmittel gefordert werden.

1.2 Epidemiologie und Atiologie der Parodontitis

Neben diesen Risiken sind bakterielle Biofilme Hauptausloser verschiedener
Krankheitsbilder.

Unter Parodontitis werden verschiedene entziindliche parodontale Erkrankungen, also
Erkrankungen des Zahnhalteapparats, zusammengefasst. Diese konnen nach der 2018
neu gestalteten Klassifikation der American Academy of Periodontology und der
European Federation of Periodontology, wie in Abbildung 2 dargestellt, eingeteilt
werden [16].

Die World Health Organisation (WHO) gibt eine weltweite Parodontitispriavalenz von
15-20% an [17].

Die durch Bakterien hervorgerufene Erkrankung wird durch lokale und systemische
Risikofaktoren beeinflusst. Zu den lokalen Faktoren gehort vor allem die mangelnde
Mundhygiene und anatomische Gegebenheiten [18, 19]. Als systemische Faktoren sind
Begleiterkrankungen wie Diabetes [20-22], arterielle Hypertonie [23], Malnutrition [24]

und Nikotinabusus [25, 26] anzusehen.



Parodontale Gesundheit, gingivale Erkrankung Parodontitis
Gingivitis
Parodontale Durch . Nelzakrot(liswreilde Parodontit MPaf(f)dont.ltls a}s
und gingivale dentalen Nicht durch dentalen arodontal- arodontitis ar'n estation einer
Gesundheit Biofilm Biofilm induziert erkrankungen systemischen Erkrankung
induziert
Andere das Parodontium betreffende Zustinde
Systemische Erkrankungen, | Parodontalabszesse | Mukogingivale . Zahn und
. . et Traumatische
die das Parodonitum und Endo-Paro- Deformitéten okklusale Kriific Zahnersatz
beeinflussen Lésionen und Zusténde bezogenen Faktoren
Periimplantédre Erkrankungen und Zusténde
. N . . . . . .. Periimplantdre Weich- und
Periimplantidre Gesundheit | Periimplantire Mukositis Periimplantitis Hartgewebsdefekte

Abbildung 2: Einteilung der Erkrankungen des Zahnhalteapparats
Einteilung nach der American Academy of Periodontology und der European
Federation of Periodontology [16]

LOE und Mitarbeiter konnten 1965 histologisch nachweisen, dass die Plaqueentstehung
nach Absetzen jeglicher Mundhygienemallnahmen zu einer Gingivitis fiihrt [19]. Es
kommt zu einer Gewebeschddigung sowohl durch den Biofilm selbst als auch durch die
Entziindungsreaktion des Wirts. Erst wenn die Entziindung den Zahnhalteapparat
erreicht, spricht man von einer Parodontitis. Durch immunologische Vorgidnge samt
Resorption kommt es zu Alveolarknochen- und Parodontalligamentverlust, was unter
dem  Begriff Attachmentverlust zusammengefasst werden kann. Dieser
Befestigungsverlust fithrt zur Lockerung und schlieBlich zum Verlust der betroffenen
Zidhne [27].

Die Schwere der Erkrankung ist dabei nicht von der bloBen Menge des Biofilms
abhéngig, vielmehr bestimmen das Vorhandensein und die Konzentration bestimmter
Bakterien den Krankheitsverlauf. Die Arbeitsgruppe um S. SOCRANSKY prégte in diesem
Zusammenhang Ende der 1990er Jahre den Begriff der Mikrobiellen Komplexe in
subgingivaler Plaque [28, 29]. Hier werden begrifflich mehrere Bakterienspezies, die
miteinander  interagieren, zu  Gruppen, sog. Komplexen, zusammengefasst
(s. Abbildung 3). Den einzelnen Gruppen wird eine bestimmte Rolle im

Parodontitisverlauf zugesprochen. So stellen die Mitglieder des violetten, gelben und



griinen Komplexes sog. Friihkolonialisierer dar (u.a. Streptokokken-, Actinomyces- und
Campylobacterspezies). Fiir sich gesehen sind diese Spezies wenig pathogen. Durch
ihre Fahigkeit, einen adhdsiven Verbund in Zahnfleischtaschen und mit der
Zahnoberfldche einzugehen, ebnen sie jedoch den Weg fiir andere Bakterien, indem sie
ein Fundament flir den Biofilm bilden [30]. Eine gesonderte Stellung nimmt hier das
Bakterium Aggregatibacter actinomcyetemcomitans ein. Es wird dem griinen Komplex
zugeordnet. Obwohl es zu den friih ansiedelnden Keimen innerhalb einer Plaque gehort,
werden einige Serotypen als hoch pathogen eingestuft [31-33]. Diese Bakterien
produzieren ndmlich protolytische Enzyme und konnen deshalb die epitheliale Barriere
der Schleimhaut iiberwinden. Ist diese Grenze von den Bakterien {iberschritten,
entziehen sie sich aller wirtseigenen Abwehrmechanismen und iatrogener Therapien

von auf3erhalb der Mukosa.

Roter Komplex:
Porphyromeonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola

Oranger Komplex:
Campvlobacter gracilis
Campylobacter rectus
Peptostreptococcus micros
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
und andere

Andere: Friihkolonialisierer

Actinomyess-Spezies

Violetter Komplex: Griiner Komplex: Gelber Komplex:

Vetllonella parvula Eikenella corrodens Streptococcus mitis

A ctinomyces odontol yticus Capnocytophaga gingivalis Streptococcus oralis
Aggregatibacter actinomycstemcomitans  Streptococcus mutans
und andere und andere Streptococcus-Spezies

Abbildung 3: Komplexpyramide nach Socransky
modifiziert nach Socransky und Mitarbeiter [29]

Auf Grundlage der Frithkolonialisierer konnen dann Erreger des orangenen Komplexes
den Biofilmverbund besiedeln. Hier sind als miBig bis stark pathogen eingestufte
Keime zusammengefasst, die fiir ein sauerstoffarmes Milieu innerhalb des Biofilms
sorgen (u.a. Fusobakterium- und Prevotellaspezies). Dadurch ebnen sie den Weg fiir die
Ansiedlung der ebenfalls obligat anaeroben Erreger des roten Komplexes. Wéhrend sich
in den zuvor besprochenen Komplexen sowohl grampositive wie gramnegative

Bakterien finden lassen, besteht der rote Komplex nur aus gramnegativen Bakterien.



Den Vertretern dieser Gruppe (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis und
Treponema denticola) wird die hochste Pathogenitit im Rahmen der Parodontitis
zugesprochen. Sie produzieren zahlreiche Hémagglutinine, Phosphatasen und
Kollagenasen, die zum Abbau des Halteapparats beitragen [34]. Ahnlich wie
A. actinomcyetemcomitans, sind die Bakterien des roten Komplexes in der Lage, die
epitheliale Barriere zu durchdringen. P. gingivalis kann sogar innerhalb von Wirtszellen
iiberleben [35]. Durch diese Fahigkeit erschweren sie mechanische Therapiearten wie
Scaling und Rootplaning [36].

Als Folge der Destruktion des parodontalen Halteapparats entstehen
Zahnfleischtaschen, die wiederum als durch normale Mundhygiene schlecht erreichbare
Nischen, die Plaqueentstehung und damit ein Fortschreiten der Parodontitis
begiinstigen.

Bei bis zu 90% der Patienten mit vor allem sehr aggressiver Ausprdgung der
Parodontitis  ldsst sich der gram-negative, fakultativ anaerobe Erreger
A. actinomycetemcomitans nachweisen [37]. Von R. KLINGER 1912 erstmals als
Actinomyces-Bakterium beschrieben [38], wurde das Bakterium immer wieder neu
klassifiziert und wird heute der Gattung der Aggregatibacter zugerechnet. Extraoral
konnte A. actinomycetemcomitans vor allem bei bakteriellen Endokarditiden
nachgewiesen werden [39].

Ein weiterer gut untersuchter Erreger parodontaler Erkrankungen ist Fusobacterium
nucleatum. Es ist ein gram-negatives Stdbchen und besitzt einen obligat anaeroben
Stoffwechsel. F. nucleatum wird als Vermittlerbakterium zwischen Friihkolonialisierern
der oralen Plaque und den pathogenen Erregern des roten Komplexes angesehen — auch
Spitkolonialisierer genannt [28, 40]. Das Bakterium gilt als einer der typischen oralen
Erreger, die im gesamten restlichen Organismus Infektionen und Erkrankungen
hervorrufen konnen. Zu diesen Erkrankungen gehéren unter anderen die
Chorioamnionitis [41], die Appendizitis [42] und die Postangina-Septikdmie [43]. F
nucleatum zahlt zusitzlich als Riskofaktor fiir colorektale Karzinome [44—46].

Die Anwesenheit von F nucleatum im oralen Bioflim bewirkt eine manigfaltige
Reaktion des Wirtskorpers. Unter anderem werden Defensine (v.a. hfD-2 und -3) und
verschiedene Zytokine (v.a IL-8, CXCL-1) sowie andere Immunbotenstoffe (v.a. GM-
CSF, G-CSF) hochreguliert [47]. Wihrend diese Reaktion eher protektiv erscheint,



wurde eine F nucleatum-assoziierte Apoptose von Lymphozyten und Monozyten
beschrieben [48]. Wichtiger fiir die Pathogenese der parodontalen Erkrankungen
erscheint jedoch, dass die parodontal aggresiven Erreger P. gingivalis, P. intermedia und
T. forsythia fast immer nur in Anweisenheit von F. nucleatum gefunden werden [28, 49].
Es handelt sich somit scheinbar um einen Wegbereiter fiir die eigentlichen Erreger der

Parodontitis.

1.3 Atiologie und Epidemiologie der Karies

Die WHO schitzt, dass weltweit 60-90% der Kinder und fast 100% der Erwachsenen
Karies haben bzw. hatten [50]. Diese Feststellung ist in ihrer Generalitit wenig
aussagekriftig, da unterschiedliche Auspriagungsformen und regionale Unterschiede
auBBer Acht gelassen werden, zeigt aber eindeutig den Charakter der Volkskrankheit.

Das Institut der Deutschen Zahndrzte (IDZ) erstellt regelmédBig im Auftrag der
Bundeszahnirztekammer (BZAK) und der Kassenzahnirztlichen Bundesvereinigung
(KZBYV) die Deutsche Mundgesundheitsstudie (DMS). Hierbei wird unter anderem auch
die Verbreitung von Karies in Deutschland mithilfe des DMFT-Index gemessen, der
sowohl bereits behandelte als auch aktuell bestehende Karies umfasst. Hierbei werden
die karidsen (decayed), aufgrund von Karies fehlenden (missing) und gefiillten Zéhne
(filled teeth) gezdhlt. In der fiinften Studie von 2016 konnte gezeigt werden, dass der
seit der ersten Studie von 1989 bestehende Trend zu immer geringerer Karieserfahrung
in Deutschland trotz Erhohung des Durchschnittsalters fortbesteht. Zur Zeit weisen
danach durchschnittlich 11,2 Zdhne eines 35-45 Jéhrigen eine Karieserfahrung auf [51].
In der Literatur sind viele Risikofaktoren fiir Karies beschrieben. Die zwei
Hauptfaktoren sind dabei kariogene Bakterien und Hyposalivation [52].

Karies stellt einen chronischen, destruktiven Demineralisationsprozess der
Zahnhartsubstanzen infolge eines pH-Abfalls innerhalb der bakteriellen Zahnplaque dar
[53]. ORLAND und Mitarbeiter konnten 1954 beweisen, dass fiir die Kariesentstehung
das Vorhandensein von Bakterien obligat ist [54]. Der Verlauf der Erkrankung wird
dhnlich dem der Parodontitis, durch in Zahnplaque organisierte, spezifische Erreger, wie
z.B. Streptokokken-, Laktobazillus- und Aktinomycesspezies, gepragt. Wie zuvor

beschrieben, stehen die an einem Biofilm beteiligten Bakterien in enger Interaktion. W.



MILLER beschrieb bereits 1889 in seinem Postulat "keine Caries ohne Sdiure" das heute
anerkannte Faktum, dass Karies durch sdurebedingte Demineralisation der
Zahnhartsubstanzen entsteht [55]. Wihrend bei Parodontitis die sich in
Zahnfleischtaschen ansiedelnden obligaten Anaerobier im Vordergrund stehen, sind
sdureproduzierende fakultative Anaerobier die hauptverantwortlichen Bakterien bei der
Kariesentstehung. Diese decken ihren Energiebedarf durch Spaltung von Zuckern.
Dabei entsteht neben anderen organischen Sduren vor allem Milchsiure (Laktat). Wird
hierdurch die kritische Schwelle von pH 5,5 unterschritten, 16sen sich Ca®" Ionen aus
dem Hydroxlyapatit, dem Hauptbestandteil der Zahnhartsubstanzen [56]. Uberwiegt
diese Demineralisierung die Remineralisierung, entsteht eine Kariesldsion. Nahrung mit
vielen unterschiedlichen Zuckertypen hat dabei das hochste kariogene Potential, da
hierdurch Substrat fiir viele verschiedene azidogene Bakterien geliefert wird [57].
Streptococcus mutans wird in der Literatur immer wieder als fiihrendes karies-
verursachendes Bakterium genannt [58]. Dieser von KILIAN CLARKE 1924 erstmals
beschriebene, fakultativ anaerobe, grampositive Erreger findet sich hauptsichlich in der
menschlichen Mundhohle [59]. Neben der Bedeutung bei der Kariesentstehung ist
S. mutans ein Erreger der bakteriellen Endokarditis lenta [60]. Uber die oben
beschriebenen Milchsdureproduktion hinaus ist S. mutans in der Lage, sich mittels
glukanvermittelter Adhédrenz an die Zahnhartsubstanzen zu heften [61]. Es widersteht
dem selbst verursachten pH-Wertabfall durch ATP-abhéngigen Protonenexport [62].

Vor allem bei der Wurzelkaries wird vermehrt Actinomyces naeslundii nachgewiesen
[63, 64]. Mit den Fimbrien, die diese Bakterien ausbilden, konnen sie sowohl
untereinander in direkten Kontakt treten (Co-Adhésion), als auch an Oberflichen
effektiv binden. Wegen dieser Eigenschaft wird A. naeslundii in der Literatur auch als
sogenanntes Pionierbakterium der Karies beschrieben [65—68]. Durch die Féahigkeit sich
an Oberflichen zu heften, unterstiitzt A. naeslundii auch Biofilme, die fiir die

Parodontitis und fiir orale Wundheilungsstorungen verantwortlich sind.



1.4 Epidemiologie und Atiologie der oralen Wundheilungsstérung

Wundheilung kann grundsdtzlich in drei Abschnitte — Hémostase, Inflammation,
Proliferation — unterteilt werden [69]. Wird eine dieser Phasen gestort, kommt es zur
Verlangsamung oder zum Stillstand des Heilungsprozesses. Durch eine bakterielle
Infektion kann beispielsweise die inflammatorische Heilungsphase verldngert und die
Proliferation hinausgezdgert werden. Die verursachenden Bakterien organisieren sich
héufig in Biofilmen und entziehen sich so teilweise der antimikrobiellen Wirkung von
Antibiotika [70].

Als Beispiel fiir chronische, intraorale Wundheilungsstérung sei hier die Bisphosphonat-
assoziierte Osteonekrose des Kiefers (bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw,
BRONJ) genannt. Hiufig kann im vorhandenen Biofilm unter anderen Staphylococcus
aureus, Actinomyces naeslundii und Candida albicans isoliert werden [71].

Das grampositive, fakultativ anaerobe Bakterium S. aureus besiedelt asymptomatisch
viele Bereiche des menschlichen Korpers. Es besitzt jedoch mehrere
Pathogenititsfaktoren, die bei reduzierter Immunantwort durch den Wirt zu
Krankheitssymptomen flihren kdnnen. Durch eine Polysaccharidkapsel und Protein A
schiitzt sich das Bakterium gegen Phagozytose, mit Hilfe von Koagulase und Clumping-
Faktor A gegen Antikérperopsonierung. S. aureus kann unterschiedliche Toxine, wie
z.B. Enterotoxine, Exfoliatine und Toxic-Shock-Syndrome-Toxin, sezernieren [72].
Unter der Abkiirzung MRSA fasst man heutzutage S. aureus-Stdmme zusammen, die
gegen alle B-Laktamantibiotika Multi-Resistenzen entwickelt haben (frither Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus). Es wurden auch Resistenzen gegen Antibiotika
anderer Wirkgruppen beschrieben [73]. MRSA stellt vor allem im Rahmen nosokomialer
Infektionen ein Problem in der heutigen Krankenhaushygiene dar. Die mukokutane
Desinfektion spielt hier bei steigenden Resistenzen gegen Antibiotika eine
entscheidende Rolle. Derzeit wird fiir die Mundschleimhautdesinfektion gegen MRSA
CHX empfohlen [74-76].

Actinomyces-Spezies spielen, wie oben beschrieben, als Friihkolonialisierer in der
Pathogenese der Parodontitis und eine Rolle. Auch in kariosen Kavititen und bei der

BRONJ findet man regelméBig z.B. A. naeslundii. Dieser grampositive, mikroaerophile
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Erreger induziert die wirtseigene Zytokinproduktion und die Proliferation von
Osteoklasten [77].

ZHANG und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie zeigen, dass Titan, wie es z.B. in der
Implantatologie verwendet wird, in Anwesenheit von 4. naeslundii schneller korrodiert
[78].

Bei Patienten mit Karies, Parodontitis und Wundheilungsstérungen finden sich im
Biofilm nicht nur Bakterien, sondern auch Pilze. So ist Candida albicans ein
kommensaler Hefepilz, der verschiedene Interaktionen mit intraoralen Bakterien
unterhélt. Es konnte nachgewiesen werden, dass S. mutans schneller einen Biofilm
ausbildet, wenn auch C. albicans vorhanden ist und die extrazelluldre Biofilmmatrix mit
B-Glukanen verstédrkt. Im Tiermodell konnte dabei ein schnellerer und ausgedehnterer

Kariesprogress beobachtet werden [79, 80].

1.5 Mundspiil- und Desinfektionsldsungen in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

Studien konnten zeigen, dass eine ausreichende Plaquekontrolle durch alleiniges,
mechanisches Zahneputzen bei den meisten Patienten nicht erreicht wird. Unterstiitzend
miissen antimikrobielle Substanzen iiber Zahnpasten und/oder Mundspiillosungen
angewendet werden [81-83]. Die jeweilige Wirkung kann in bakteriostatische, das heif3t
die Vermehrung der Bakterien hemmende und bakterizide, also Bakterien abtdtende
Wirkung unterteilt werden. Die minimal bakteriostatische Konzentration (minimal
inhibitory concentration, MIC) eines Stoffes gibt dabei an, ab welcher Konzentration
geloste Bakterien sich nicht mehr vermehren. Ab der minimalen bakteriziden
Konzentration (minimal bactericidal concentration MBC) lassen sich die Bakterien auch
nach Entfernen des Stoffes nicht mehr anziichten [84].

In der Literatur finden sich viele Studien dazu, dass sich Mundspiillésungen vor allem
als Erginzung zum Zihneputzen eignen. Insbesondere profitieren Patienten mit
speziellen Bediirfnissen, wie z.B. sich in kieferorthopédischer (s. Abbildung 4) [85],
geriatrischer [86, 87] und in intensivmedizinischer Behandlung befindliche Patienten

[88].
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Abbildung 4: Multibandapparatur und Biofilm bei einem Patienten in

kieferorthopidischer Behandlung
(Foto freundlicherweise von Dr. C.-L. Hennig, Poliklinik fiir Kieferorthopédie, FSU
Jena zur Verfiigung gestellt)

Eine Mundspiillosung sollte nicht nur planktonoide Bakterien, sondern auch die als
Biofilm adhidrenten Erreger bekdmpfen. Dabei ist das Ziel {iber die Schiadigung der
bereits kolonialisierten Bakterien hinaus, auch die Anlagerung an sich zu verhindern.
Dieser Antiplaque-Effekt wird vor allem Chlorhexidin und Octenidin zugesprochen
[89-91]. Dies konnen die Desinfektionsmittel nur leisten, wenn sie eine gewisse
Substantivitit, also die Fahigkeit sich an Oberflichen haften zu bleiben, besitzen.

Der Leitlinienentwurf "Indikationen und Wirkstoffauswahl zur prophylaktischen und
therapeutischen =~ Mundhdhlenantiseptik"  der  Deutschen  Gesellschaft — flir
Krankenhaushygiene unterteilt den Einsatz von intraoralen Desinfektionsmitteln in
ungezielte Spiilung der gesamten Mundhohle und lokalisierte Anwendung, z.B. im
Rahmen von Wurzelkanalspiilungen [92]. Die hier empfohlenen Indikationen sind in der
Tabelle 1 dargestellt.

Interessanterweise liegen fiir die intraorale Desinfektion vor zahnérzlichen und
oralchirurgischen Eingriffen nur hinweisende klinische Studien
(Empfehlungskategorie II) oder keine ausreichenden Studien (Empfehlungskategorie
IIT) vor. Dies steht im Gegensatz zur Hautantiseptik, bei der in der entsprechenden

Leitlinie eine Empfehlung auf gut konzipierten systematischen Reviews ausgesprochen
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wird (Empfehlungskategorie 1A) [93].

Fiir einen Vorteil einer generellen oralen Desinfektion vor zahnérztlichen Eingriffen gibt

es keine Evidenz.

Indikation Empfehlungskategorie
vor Zahnextraktion II
Zur Endokarditisprophylaxe II
q Vor  elektiven  oralchirugischen  Eingriffen,  professionellen II
2 Zahnreinigungen, Sanierung karidser Lasionen
S}
::E Vor, ggf nach langeren operativen Eingriffen in der Mundhéhle I
E Fiir einen begrenzten Zeitraum bei Unfdhigkeit zur reguldren II
2 mechanischen Zahnreinigung durch Immobilisation des Kiefers, im
2 hohen Alter, bei mentalen Erkrankungen
:g Bei deutlich erhohtem Kariesrisiko, das druch konventionelle 1B
—5 Kariesprophylaxe nicht beherrschbar ist
N
Vor zahnérztlicher Behandlung I
Zur Wurzelkanalantiseptik II
Schleimhautantiseptik vor Injektion I
§ 8 En Im Verlauf einer Chemotherapie als Erginzung zur mechanischen 111
.8 'q'é 2 Plaquekontrolle
S s 5
% ;C) Zur Reduktion des Mukositis-Risikos bei Bestrahlungspatienten II
=) Q
- = Bei Beatmungspatienten II

Tabelle 1: Indikationen zur prophylaktischen und therapeutischen Mund-

hohlenantiseptik der DGKH
nach Pitten und Mitarbeiter [92]
DGKH = Deutsche Gesellschaft fiir Krankenhaushygiene, IB: Nachdriickliche Emp-
fehlungbasiert auf experimentellen, klinischen oder epidemiologischen Studien, II:
Empfehlung basiert auf hinweisenden klinischen oder epidemiologischen Studien und
schliissiger theoretischer Begriindung , III: derzeit nicht gesicherte Maflnahme,
ungeldstes Problem oder unzureichende Evidenz

13



1.5.1 Chlorhexidin

Das Antiseptikum Chlorhexidin (CHX) wird in medizinischer Anwendung als
Chlorhexidinbis(D-gluconat) verwendet, da es in dieser Form wasserldslich ist.
Die Summenformel lautet C22H30CloNip und das Molekulargewicht betrdgt somit

505,45 g/mol (s. Abbildung 5) [94].

Cl

HM NH

Q“YYW\/\N{”\NKH

Abbildung 5: Strukturformel Chlorhexidin
modifiziert nach: PubChem, Open Chemistry Database [94]

Die Wirkung von CHX ist konzentrationsabhéngig [95]. Das positiv geladene CHX-
Molekiil bindet sich bereits bei niedrigen Konzentrationen (0,02-0,06%) an die negativ
geladene innere Zellmembran der Bakterien und fiihrt dadurch zu einer Erh6hung der
Permeabilitit. Dieser Vorgang ist reversibel und wirkt somit nur bakteristatisch [95].
Durch die Membranbeeinflussung ist CHX bedingt auch gegen Pilze und behiillte Viren
wirksam  [90]. Hoher konzentriert (>0,12%) bewirkt CHX iber die
Membranpermeabilitdtserhohung hinaus ein Ausfillen phosphorylierter
Zytoplasmabestandteile wie Adenosintriphosphat und Nucleinsduren. Dieser Vorgang ist
nicht reversibel und fithrt zum Zelltod des betroffenen Bakteriums [90] .Die minimale
bakterizide Konzentration liegt je nach Bakterienspezies zwischen 1,6 und 3,2 mmol/l
[89].

CHX bindet an die meisten Oberflichen der Mundhohle, wie Mukosa und

Zahnhartsubstanzen, und auch im Speichel. Dadurch entsteht eine Art Reservoir, sodass
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auch zwei Stunden nach Mundspiilung noch eine antibakterielle Wirkung in der
Mundhohle nachgewiesen werden konnte [96]. Dieser Effekt wird mit dem Begriff
Substantivitit beschrieben.

Da es sich bei CHX um ein Kation handelt, wird es von anionischen Tensiden gebunden
und dadurch inaktiviert. Ein Beispiel ist das in vielen Zahnpasten enthaltene
Natriumlaurylsulfat. Aus diesem Grund wird zu einem Zeitintervall von mindestens 30
Minuten zwischen Zéhneputzen und Mundspiilung geraten [97-99].

Zu einer Inhibition der antimikrobiellen Wirkung kommt es ebenfalls durch Kontakt mit
Blut. Serumalbumin ist amphyphil und kann somit das kationische CHX binden. Dies
kann zu volligem Wirkverlust bei gering konzentrierten Losungen fithren [100, 101].
Unerwiinschte Arzneimittelreaktionen treten proportional mit der Anwendungsintensitit
auf. Vor allem bei mehrfach tiglicher Mundspiilung iiber einen Zeitraum lénger als
siecben Tage beschreibt die Literatur Verfarbungen der Zunge (Haarzunge) und der

Zahne inklusive eventuell vorhandener Restaurationen (s. Abbildung 6) [102, 103].

Abbildung 6: Verfirbungen, die durch Chlorhexidin verursacht wurden
(Foto freundlicherweise von Dr. M. Kollmu$8, Poliklinik fiir Zahnerhaltung und
Parodontologie, LMU Miinchen zur Verfiigung gestellt)

Desweiteren  berichten  die  Patienten  i{iber = Schleimhautirritationen  und
Schmeckverdnderungen [104]. AuBerdem beschrieben verschiedene Studien die

verstirkte und beschleunigte Mineralisierung dentalen Biofilms (Zahnsteinbildung)
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nach Gebrauch von CHX [105, 106]. Auch allergische Reaktionen bis hin zur
Anaphylaxie sind beschrieben [107, 108].

Bei der Beantwortung der Frage, ob CHX die intraorale Wundheilung beeinflusst, ist
sich die Literatur uneinig. Es finden sich gleichermallen Veroffentlichungen, die die
Wundheilung unter CHX-Therapie als verbessert ansehen [109-111], die keinen
Unterschied feststellen [112] und die von schlechterer Wundheilung unter CHX-
Therapie berichten [113, 114].

Gleichwohl stellt CHX den Goldstandard in der gezielten intraoralen antibakteriellen
Therapie mittels Mundspiillosung dar [90] .

Auf dem deutschen Markt sind Mundspiillosungen mit Chlorhexidin unter den
Markennamen Chlorhexamed, Cidegol C, Dynexan Proaktiv, meridol med CHX 0,2%,
Paroex und Perio AID erhiltlich.

Es werden unterschiedliche Konzentrationen zu unterschiedlichen Indikationen gefiihrt.
In 0,2%iger Losung ist Chlorhexidin frei verkduflich und hat gute Wirksamkeit gegen
orale Erreger gezeigt [115].

1.5.2 Atherische Ole

JOSEPH LAWRENCE entwickelte 1879 eine Mundspiillésung namens Listerine. Dieser
Name war eine Anlehnung an den britischen Chirurgen und Vorreiter in der
chirurgischen Antisepsis Sir Joseph Lister [116]. Heutzutage wird Listerine von Johnson
& Johnson, New Brunswick, NJ, USA vertrieben. Die antimikrobielle Grundrezeptur ist
bis heute in etwa die gleiche geblieben. Als Wirkstoffe werden Menthol 0,042%,
Thymol 0,064%, Methylsalicylat 0,06% und Eukalyptol 0,092% angegeben. Als
Losungsvermittler ist Ethanol 21,6% enthalten.

Die Wirksamkeit in der Bekdmpfung von intraoralen Erregern, Plaqueakkumulation,
Gingivitis und von Halitosis ist in vielen Studien belegt [117-120]. Die Potenz wird
dabei von den meisten Autoren als gut, aber unterhalb von CHX 0,2% beschrieben
[119-121].

Neben einer antibakteriellen und antifungiziden Wirkung konnten CROUGHAN und

Mitarbeiter eine antivirale Wirkung von Listerine bei Herpes simplex [ und II
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nachweisen [122].
Als unerwiinschte Arzneimittelreaktionen sind Schleimhautirritationen [123] und

Fallberichte von Kontaktallergien [124] beschrieben.

1.5.3 Polyhexanid

Die Wiederholeinheit von Polyhexanid (Polyhexamethylenbiguanid, PHMB) hat die
Summenformel CsHi7Ns, eine molare Masse von 183,25 g/mol und gehdrt zur

chemischen Gruppe der Bispyridine (s. Abbildung 7) [125].

Abbildung 7: Strukturformel Polyhexanid
modifiziert nach: PubChem, Open Chemistry Database [125]

Die Anzahl der Wiederholeinheiten des Polymers beeinflusst die Eigenschaften dieses
Desinfektionsmittels. Je linger die Molekiilkette, desto besser ist die Zelladsorption.
Gleichzeitig sinkt mit der steigenden molekularen Masse die Diffusionsfahigkeit [126].
Es zerstort die Zellwandintegritit der Bakterien, indem es nach Aufnahme in die
Bakterienzelle die Phospholipide der &uleren Membran umordnet. Hierdurch kommt es
zu einer OberflachenvergroBerung und Anhebung der Permeabilitit [127]. Dieser
Mechanismus wird durch die amphiphile Eigenschaft des Polymers ermdglicht. Durch
den vermehrten transmembranen Kaliumstrom stellt sich erst die Bakteriostase, spiter,
nach Verlust der gesamten Zellmembranfunktion, der Zelltod ein [128]. Untersuchungen
durch ZHOU und Mitarbeiter lassen vermuten, dass Polyhexanid iiber diese
Membranwirkung hinaus auch Plasmaproteine und die bakterielle DNA direkt

beeinflusst [129].
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PHMB wirkt sowohl gegen gramnegative wie -positive Bakterien, Multiresistente
Erreger, Protozoen und Pilze [130]. Es besitzt keine viruziden oder sporoziden
Wirkeigenschaften [131].

Durch den im Vergleich zu eukaryoten Zellen prozentual viel hoheren Anteil von
anionischen Phospholipiden an der prokaryoten Zellmembran sind Bakterien weitaus
anfalliger gegen die Wirkung des PHMB als die menschlichen Zellen [126, 127].

LD50 beschreibt in der Toxikologie die mittlere Dosis einer Substanz, die bei der
beschriebenen Spezies letal wirkt. Der Wert LD50 (Ratte) fiir Polihexanid liegt bei
>2000mg/kg. KRAMER und Mitarbeiter berechneten aus der LD50 (Ratte) und der
minimalen bakteriziden Konzentration fiir P aeruginosa in Analogie zur
therapeutischen Breite von Medikamenten eine selektive Toxizitdt von 200,3. Im
Vergleich hierzu lag dieser Wert fiir CHX bei 0,9 [132]. Diese Ergebnisse zeigten, dass
es sich bei Polihexanid um einen sehr sicheren Wirkstoff handelt [131].

Problematisch scheint allein der Kontakt zu Knorpelgewebe. ROHNER und Mitarbeiter
zeigten in in-vitro Versuchen, dass Einwirkzeiten von einer bis zehn Minuten von
Polihexanid 0,04% teilweise die Apoptose von Chondroblasten induzierten [133, 134].
Um einen derartigen Untergang der Knorpelzellen zu verhindern raten die Autoren bei
Kontakt von Knorpel mit Polihexanid zu nachfolgenden Spiilungen mit isotoner
Kochsalzlosung [135]. Beim intraoralen Einsatz sind chondrale Strukturen jedoch weit
entfernt, sodass diese Gefahr hier zu vernachléssigen ist.

Bisher wurde noch von keinerlei Resistenzentwicklungen gegen PHMB - weder klinisch
noch in-vitro — berichtet [130].

PHMB wird in der Medizin, neben Nutzung als Konservierungsmittel von z.B.
Kontaktlinsen [136], vor allem in der Wundantiseptik verwendet [137]. Des weiteren
sind erfolgreiche Behandlungskonzepte von Osteomyelitis mit Polihexanid beschrieben
[138, 139]. In der orthopéddischen Implantatprothetik wird der Wirkstoff bereits seit
vielen Jahren erfolgreich eingesetzt [140]. Die Konsensusempfehlung zur Auswahl von
Wirkstoffen fiir die Wundantiseptik gibt PHMB als Mittel der ersten Wahl bei
chronischen und empfindlichen Wunden an und spricht ihm wundheilungsfordernde
Wirkung zu [131].

Der Hersteller des in Deutschland fiir den oralen Gebrauch zugelassenen ProntOral®

(PHMB-Konzentration von 0,15%) gibt neben allergischen Reaktionen keinerlei
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unerwiinschte Arzneimittelwirkungen an [141]. In ihrer Vergleichsstudie zu
allergisierenden Eigenschaften von Desinfektionsmitteln beschrieben LACHAPELLE und
Mitarbeiter allergische Kontaktdermatitis nach CHX 0,2% als hiufig, bei Polihexanid
hingegen als selten. Fiir die Héaufigkeiten von Urtikaria und anaphylaktischen
Reaktionen geben die Autoren fiir beide Wirkstoffe vereinzelte beschriebene Fille an

[142].

19



2. Fragestellung und Zielsetzung

Seit Jahrzehnten stellt CHX die Mundspiillosung der ersten Wahl zur Bekdmpfung
pathogener Erreger in der Mundhohle dar. Neben der nachweislich sehr guten
antimikrobiellen  Aktivitdit zeigt CHX jedoch verschiedene unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen, wie z.B. Verfarbungen, moglicherweise
Wundheilungsstorungen, Schleimhaut- und Schmeckirritationen [107, 108]. Obwohl
sich PHMB in den letzten Jahren vor allem in der Orthopddie und Unfallchirurgie als
Desinfektionsmittel durchgesetzt hat, gibt es keine Studien zu dessen Einsatz in der
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde.

Das Ziel dieser Arbeit war, PHMB auf die antimikrobielle Wirksamkeit gegen
spezifische pathogene Bakterien der Mundhohle in einem Hydroxylapatit-Biofilm-
Modell in-vitro zu testen, um die mikrobiologische Grundlage fiir eine eventuelle
klinische Studie zur Eignung PHMBs in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde zu
schaffen.

Daher sollte in dieser Arbeit folgende Hypothese gepriift werden:

"Der Wirkstoff Polyhexanid eignet sich im in-vitro Plaque-Modell zur Bekdmpfung
pathogener Erreger der Mundhohle."

Um die Wirksamkeit vergleichen zu konnen, sollten die etablierten oralen
Desinfektionsmittel Chlorhexidin und Listerine auf die gleiche Art und Weise gepriift
werden. Durch das Testen von Chlorhexidin 0,2% und 0,1% sollte ein genauerer
Vergleich mit dem etablierten Wirkstoff ermoglicht werden und gleichzeitig der Frage
nach der Mdglichkeit einer Konzentrationsreduktion beim etablierten Chlorhexidin
nachgegangen werden.

In der Einsatzrealitdt oraler Desinfektinosmittel ist hdufig auch Blut anwesend. Da ein
Kontakt mit Blut viele Antiseptika negativ beeinflusst, sotte in dieser Arbeit auch die
Wirksamkeit der untersuchten Desinfektionsmittel unter Blutkontamination untersucht

werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Bakterien-/ Pilzstimme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Erreger wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig im gefriergetrockneten
Zustand bezogen (ehemals Deutsche Sammlung von Mikroorganismen). In Tabelle 2
sind sowohl die Sammlungsnummern der American Type Culture Collection als auch

der DSMZ angegeben.

ATCC- Nummer DSM-Nummer
C. albicans MYA-273 -
S. mutans 25175 20523
A. naelundii 12104 43013
A. actinomycetemcomitans 11123 43718
MRSA - 11822
F nucleatum 25586 15643

Tabelle 2: Sammlungsnummern der verwendeten Mikroorganismen
ATCC = American Type Culture Collection; DSM = Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen

Die Reaktivierung der gefriergetrockneten Erregerkulturen - also das Auftauen, die
Rehydrierung und die Anzucht — erfolgte nach der mitgelieferten Anleitung. Diese ist
auch auf der Internetpréasenz der DSMZ hinterlegt [143].

Fiir die Stammbhaltung wurde das dem Erreger entsprechende fliissige Ndhrmedium um
einen zehnprozentigen Glyceringehalt erweitert. Mit einer Impfose gewonnene
Kolonien wurden in dieses Medium iibertragen. Die entstandene Suspension wurde

anschliefend mittels fliissigem Stickstoff bei -196 °C eingefroren und gelagert.

3.2 Ndhrmedien

Als geeignete feste Ndhrmedien wurden gebrauchsfertige Agar-Platten verwendet
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Fiir alle Erreger kam
dabei Schaedler-Agar mit 5% Schafsblut, zum Einsatz.
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Bei C. albicans wurde als fliissiges Ndhrmedium Difco™ YPD Broth (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), bei F. nucleatum modifiziertes
PYG-Medium verwendet. Als fliissiges Ndhrmedium fiir die restlichen Erreger wurde
Bacto™ Brain Heart Infusion (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,

USA) benutzt. Die jeweiligen Rezepte sind dem Anhang zu entnehmen.

3.3 Mundspiillgsungen

Einen Uberblick iiber die untersuchten Desinfektionsldsungen gibt Tabelle 3.

Fir die Positivkontrolle war die gebrauchsfertige, 0,2% chlorhexidinhaltige
Mundspiilldsung Dynexidin® forte (Chemische Fabrik Kreussler & Co. GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) geeignet. Diese wurde unverdiinnt und auf einen CHX-Gehalt

von 0,1% verdiinnt verwendet.

Als fertige Mundspiilldsung mit Polihexanid wurde ProntOral® (B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) untersucht. Die Polihexanidkonzentration dieses

Préparats betrigt 0,15%.

Um Beeinflussung der antimikrobiellen Wirksamkeit des Polihexanids durch die
zusitzlichen Inhaltsstoffe ausschlieBen zu konnen, erfolgte die Herstellung einer
0,15%igen Losung aus der Reinsubstanz (Polyhexanid-Losung 20%, Calachem Fine
Chemicals, Grangemouth, Schottland, Vereinigtes Konigreich). Im folgenden wird diese

Losung mit PHMB bezeichnet.

Als Vergleichslosung wurde Listerine Cool Mint (Johnson & Johnson, New Brunswick,
NJ, USA) verwendet.
Fir die Negativkontrolle diente eine isotone Kochsalzlosung (Isotonische

Kochsalzldsung 0,9, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland).
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Wirkstoff

CHX 0,2% Chlorhexidindigluconat 0,2%

CHX 0,1% Chlorhexidindigluconat 0,1%

Listerine Cool Mint Menthol 0,042%, Thymol 0,064%, Methylsalicylat 0,06%, Eukalyptol 0,092%
ProntOral Polihexamethylenbiguanid 0,15%

PHMB Polihexamethylenbiguanid 0,15%

NaCl Keiner (Natriumchlorid 0,9%)

Tabelle 3: Verwendete Desinfektionsmittel mit Wirkstoffen

3.4 Anzucht

Zur Gewdibhrleistung eines optimalen Keimwachstums wurden alle untersuchten Erreger
nach dem Auftauen auf Schaedler-Agar {iberimpft und fiir mindestens 48 Stunden
kultiviert (vergleiche hierzu Abbildung 8)

Fir die Anzucht eines Biofilms auf Hydroxylapatit-Pldttchen (Clarkson
Chromatography Products Inc., South Williamsport, PA, USA) wurden Kolonien der
Erreger jeweils in geeignetem, fliissigem Ndhrmedium in Suspension gebracht. Die im
Durchmesser 1,27 cm betragenden Hydroxylapatit-Pldttchen wurden so geschnitten,
dass sie aufrecht in den Schichten von 48er Mikrotitierplatten (Cellstar® 48 Well,
Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich) liegen konnten (sieche Abbildung 9). Mit 1
ml flissigem Nihrmedium und 100 pl Erreger-Suspension bedeckt, wurden die
Hydroxylapatit-Plittchen anschlieBend fiir eine fiir den entsprechenden Erreger
geeignete Zeit (siche Tabelle 4) bei 36°C, 5,8% CO2 und 60% Luftfeuchtigkeit
inkubiert.

/' Auf Hydroxylapatit

d iibertragen /

Inkubieren

Uberimpfen In Suspension bringen

Abbildung 8: Anzucht der Erreger
(eigene Abbildung)

Da F. nucleatum ein obligat anaerobes Bakterium ist, wurden die gesamten Versuche

mit diesem Bakterium unter einer Stickstoffatmosphire innerhalb einer anaeroben
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Werkbank (Shel Lab, Cornelius, OR, USA) durchgefiihrt. Das hier verwendete
Gasgemisch bestand aus 5% Hz, 10% CO2 und 85% N (Linde plc, Miinchen,
Deutschland). Die Kultivierung dieser Versuche erfolgte im in dieser Werkbank

integrierten Brutschrank unter gleichen Gasbedingungen bei 36°C.

TAN

TAY

Abbildung 9: Hydroxylapatit-Plittchen in 48er-Mikrotitierplatte
(eigene Abbildung)

3.5 Einwirken der Desinfektionsmittel

Nach dem Inkubieren wurden die mit dem entsprechenden Biofilm iiberzogenen
Hydroxylapatit-Plittchen in neue 48er Mikrotitierplatten liberfiihrt und nun mit jeweils
I ml der zu untersuchenden Desinfektionslosung ginzlich bedeckt (siche

Abbildung 10).

b
-
Inkubieren Desinfektion und Spiilung Ablosen des Biofilms

Abbildung 10: Desinfektion
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(eigene Abbildung)
Die Einwirkzeiten betrug jeweils 30 Sekunden. Im Falle der Desinfektion von MRSA
mit polihexanidhaltigen Losungen wurden die Versuche zusétzlich mit einer Einwirkzeit
von 60 Sekunden durchgefiihrt. War die entsprechende Zeit abgelaufen, musste die
Desinfektionslosung entfernt und durch 1 ml sterile 0,9%ige NaCl-Losung ersetzt
werden. Mit diesem Schritt sollte die spiilende Wirkung des Speichelflusses nach
Ausspucken des Desinfektionsmittels simuliert werden. Nach einer Minute konnten
dann die Pléttchen jeweils in ein Reagenzglas iberfiihrt und erneut mit 1 ml steriler
0,9%iger NaCl-Losung bedeckt werden. Dieser Abschnitt simulierte die Situation nach
der Mundspiilung, in der verbliebende Reste des jeweiligen Desinfektionsmittels weiter
wirken konnen. Nach zehn Minuten wurden nun diese Reagenzglidser (Rohrchen,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) fiir 30 Sekunden auf dem, auf
hochster Stufe eingestellten Laborschiittler (Vortex Mixer, neoLab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland) geriittelt. Auf diese Weise konnte der auf den Plittchen

befindliche Biofilm in Suspension gebracht werden.

Mit jeweils 100 pl des entstandenen NaCl-Erreger-Gemisches wurde dann in 1,5 ml-
Mikroreaktionsgefdalen (Reagiergefdl 1,5 ml, Easy Cap, Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Deutschland) eine logarithmische, serielle Verdiinnungsreihe mit sterilem
Wasser (Aqua ad iniectabilia, Diaco Biofarmaceutici, Triest, Italien) in dem Verfahren

hergestellt, das in Abbildung 11 zu sehen ist.

100ul 100ul 100ul 100ul 100ul

—
—
(=}

Erreger-Suspension 1:100 1:1000 1:10.000 1:100.000

Abbildung 11: Verdiinnungsreihe
(eigene Abbildung)

Von jeder Konzentration wurde schlieSlich 100 pl Suspension auf ein geeignetes, festes
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Néhrmedium (Schaedler-Agar) mit Hilfe eines Einweg-Plattierspatels (VWR
International GmbH, Darmstadt, Deutschland) und Drehtellers (petriturn-M, schuett-
biotec GmbH, Goéttingen, Deutschland) ausplattiert (s. Abbildung 12).

Ausplatticren ﬂ\ Inkubieren
W= =3
— O

Auswerten

Abbildung 12: Ausplattieren
(eigene Abbildung)

Nach ausreichender Inkubation (s. Tabelle 4) bei 36°C, 5,8% CO> und 60%
Luftfeuchtigkeit erfolgte die visuelle Auszdhlung der koloniebildenden Einheiten
(KBE).

Inkubationszeit Fliissigmedium Inkubationszeit Schaedler-Agar
C. albicans 48h 48h
S. mutans 48h 48h
A. naeslundii 48h 48h
A. actinomycetemcomitans 32h 32h
MRSA 32h 24h
F nucleatum 96h 96h

Tabelle 4: Inkubationszeiten der untersuchten Erreger

3.6 Blutkontamination

Bei den eine Blutkontamination simulierenden Versuchen wurden die mit dem ent-
sprechenden Biofilm bedeckten Hydroxylapatit-Pldttchen, bevor sie in die neue 48er
Mikrotiterplatte zur Desinfektion transferiert wurden, in defibriniertes Schafsblut
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) getaucht. Dadurch entstand eine diinne
Blutschicht auf dem Biofilm (vergleiche Abbildung 13). Die restlichen Schritte
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erfolgten identisch wie zuvor beschrieben.

Abbildung 13: Hydroxylapatit-Plittchen nach dem Eintauchen in Schafsblut

(eigenes Foto)

3.7 Wiederholung der Versuche

Bei sechs wuntersuchten Erregern, sechs untersuchten Desinfektionslosungen
(einschlieflich der Negativprobe Kochsalzlosung) und der Untergliederung in Versuch
mit und ohne Blutkontamination ergab sich eine Anzahl unterschiedlicher Versuche von
72. Da bei MRSA vom Hersteller von ProntOral eine verldngerte Einwirkzeit
(60 Sekunden) vorgegeben wird, wurden hier die Versuche sowohl mit der
Standardeinwirkzeit (30 Sekunden) als auch mit der verlingerten Einwirkzeit

durchgefiihrt. Dadurch ergab sich eine finale Summe von 76 Versuchen.

Um statistisch valide Ergebnisse zu erhalten wurde fiir jeden Erreger und jedes
Desinfektionsmittel wie in den vorangegangenden Kapiteln beschrieben der Versuch
jeweils so lange wiederholt, bis mindestens 25 auswertbare Ergebnisse vorlagen. Als
nicht auswertbar wurden dabei Versuche bewertet, wenn sich mehr als ein Achtel der

Agar-Platte nach dem Inkubieren als verunreinigt zeigte.
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3.8 Statistische Methoden

Die statistische Datenauswertung wurde mit dem Progamm "SPSS Statistics" Version
25.0.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) durchgefiihrt.

Fir die Irrtumswahrscheinlichkeit bei Ablehnung bzw. Annahme der gebildeten
Nullhypothesen ist in dieser Arbeit ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angenommen
worden.

Bei mikrobiologischen Versuchen kommt es immer wieder zu Ergebnissen, die
aullerhalb der Erwartungen liegen. So zum Beispiel Agar-Platten, auf denen keine
Kolonien gewachsen sind, obwohl mehrere hundert zu erwarten waren und anders
herum. Solche Ausreiler konnen die Statistik verfalschen, weswegen sie vor
Durchfiihrung der Statistik erkannt und aus den Daten entfernt werden miissen. Die
Ausreifler wurden nach z-Standardisierung als solche identifiziert, wenn ihr Wert hoher
als der eineinhalbfache Interquartilsabstand vom dritten Quartil bzw. niedriger als der
eineinhalbfache Interquartilsabstand vom ersten Quartil lag [144].

Die Verteilung der Werte ist jeweils mit dem Shapiro-Wilk-Test iiberpriift worden [145].
Unterschiede zwischen Gruppen wurden mittels Kruskal-Willis-Test gepriift [146]. Die
Signifikanzwerte wurden jeweils via Post-hoc-Test nach der Dunn-Bonferroni fiir

mehrere Tests angepasst [146].
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4. Ergebnisse

4.1 Statistischer Uberblick

Wie im Kapitel "3. Material und Methoden" beschrieben, wurde jeder der 76 Versuche

mindestens 25 mal durchgefiihrt. Dieses Vorgehen fiihrte zu 1955 eingeschlossenen

Versuchen. In jeder Untersuchungsreihe wurden die statistischen AusreiBer identifiziert

und eliminiert, sodass sich schlielich Gruppengréflen zwischen 24 und 36 bei 72

ausgeschlossenen Experimenten ergaben. Diese Ausfallsquote von 3,08% signalisiert,

dass es sich um verldssliche Ergebnisse handelt.

Die Untersuchung auf Normalverteilung zeigte, dass die Werte der insgesamt

76 Gruppen nur bei 17 Gruppen (22%) normalverteilt waren. Daher wurde sich fiir den

nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test zur Analyse von Unterschieden zwischen

Gruppen entschlossen.

Die deskriptive Statistik der Versuche ergab folgendes, in Tabelle 5 dargestelltes Bild:

n KBE Standard- n KBE Standard-

(Durchschnitt) | abweichung (Durchschnitt) | abweichung
C. albicans C. albicans + Blut
+ CHX 0,2% 24 2,70 x 10° 3,63x10° + CHX 0,2% 24 1,93 x 106 1,48 x 106
+ CHX 0,1% 24 2,03x 10° 2,95x 10° + CHX 0,1% 24 1,63 x 106 1,60 x 106
+ Listerine 25 8,75x10° | 1294x10° + Listerine 24 | 1,81 x10° | 0,98 x 10°
+ ProntOral 25| 3,94x10° 438x10° + ProntOral 25 1,07 x10° | 0,77 x 10°
+ PHMB 0,15% 24 1,11 x 103 2,00 x 10° + PHMB 0,15% 25 0,75 x 10° 0,86 x 10°
+ NaCl 24 | 10,11x10° | 13,99 x 10° + NaCl 25 3,51 x 10° 2,88 x 10°
S. mutans S. mutans + Blut
+CHX 0,2% 30 1,97x10* | 1,69x10*  +CHX 0,2% 27 1,58 x10* | 1,80 x 10*
+CHX 0,1% 27 424x10*  3,00x10*  +CHX0,1% 24 527 x10* | 4,14 x 10*
+ Listerine 26 | 2,20x 10* 1,84 x 10* + Listerine 25 3,09 x10* | 2,55 x 10*
+ ProntOral 26 1,56 x 10* 1,94 x 10* + ProntOral 27 | 3,00 x10* | 2,23 x 10*
+ PHMB 0,15% 31 1,07 x 10* 0,73 x 10* + PHMB 0,15% 24 1,95 x 10* 1,64 x 10*
+ NaCl 23 | 72,97x10* | 93,56 x 10* + NaCl 24 1,34 x 10° 2,07 x 10°
A. naeslundii A. naeslundii + Blut
+ CHX 0,2% 25 562x10°  3,85x10°  +CHX0.2% 27 2,11 x10° | 2,35 x 10°
+ CHX 0,1% 25 | 5421x10° | 35,65x 10° + CHX 0,1% 25 5,16 x 106 3,89 x 10°
+ Listerine 23| 420x 105 | 5374x10° + Listerine 25 4,74 x10° | 2,90 x 10°
+ ProntOral 25| 847x10° 7,30 x 103 + ProntOral 25 1,46 x10° | 1,67 x 10°
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+ PHMB 0,15% 30 | 4,32x10° 3,54 x 10° + PHMB 0,15% 24 0,61 x10° | 0,93 x 10°

+ NaCl 33| 2322x10°  29,01x10° + NaCl 29 6,48 x 10° 431 x 10°
A. a. A. a. +Blut

+ CHX 0,2% 30 1,73x10% | 2,13x102  +CHX02% 26 1,03 x10* | 0,87 x 10*
+CHX 0,1% 24 135x10* | 147x10°  +CHX0,1% 27 69 x10°5 7,20 x 10°
+ Listerine 25 7,05x 10* 7,0381 x + Listerine 25 1,51 x10° 1,65 x 10*

102

+ ProntOral 24 1,68 x 10? 3,36 x 102 + ProntOral 32 1,63 x102 | 2,93 x10?
+ PHMB 0,15% 26 11,13x 10> | 17,07 x 10? + PHMB 0,15% 24 1,15 x 10* 2,59 x 10*
+ NaCl 24 6,68 x 10° 11,19x 10° + NaCl 25 9,93 x 10° 7,65 x 10°
MRSA MRSA + Blut

+ CHX 0,2% 25 250x10° | 2.86x10°  +CHX 0,2% 25 2,14 x 10° | 1,25 x 10°
+CHX 0,1% 26 475x10° | 297x105  +CHX0,1% 25 461 x10° | 424 x 10°
+ Listerine 25| 2,41x10° 2,27 x 10° + Listerine 26 7,14 x10° | 5,62 x 10°
+ ProntOral 31 | 0,97x10° 2,55 x 10° + ProntOral 25 338 x10° 445 x10°

+ PHMB 0,15% 24 1,12 x 10° 1,54 x 10° + PHMB 0,15% 25 8,16 x10° | 14,41 x10°
+ ProntOral 30s 27 | 2,19x10° 3,87 x 106 + ProntOral 30s 24 6,45 x10° | 7,51 x10°
+ PHMB 0,15% 30s | 25 4,55 x 10° 5,04 x 102 + PHMB 0,15% 30s | 25 6,15 x 10° 9,42 x 10°

+ NaCl 28 6,17 x 10° 4,18 x 10° + NaCl 25 8,96 x 106 3,48 x 10°
FE nucleatum F nucleatum + Blut

+ CHX 0,2% 25 0,71 x 10? 1,18 x 10? + CHX 0,2% 24 1 2,30 x 10° 3,06 x 10°
+ CHX 0,1% 24 1,69 x 104 | 4,92 x 10* + CHX 0,1% 24 1,53 x 106 2,30 x 106
+ Listerine 24 | 293 x10° 13,44 x103| |+ Listerine 25 7,36 x10* | 7,96 x 10*
+ ProntOral 30 0,23 x10* | 0,62 x 102 + ProntOral 24 1,15 x10°5 1,14 x 10°
+ PHMB 0,15% 24 | 0,60 x 10? 1,44 x 102 + PHMB 0,15% 24 1,73 x 10° 1,92 x 10°
+ NaCl 36 | 3,05 x10* | 5,62 x 10 + NaCl 25 4,81 x 106 6,67 x 10°

Tabelle 5: Deskriptive Statistik
A.a. = Aggregatibacter actinomycetemcomitans, CHX = Chlorhexidin, PHMB =
Polihexanid, KBE = Kolonienbildende Einheit

4.2 Unterschiede zu isotoner Kochsalzldosung

Nachdem einige der verwendeten Desinfektionsmittel in der Literatur beschriebene
Wirksamkeit in der Bekdmpfung von Mikroorganismen haben, ist davon auszugehen,
dass sich die Anzahl der KBE nach Kontakt mit einem solchen geringer ist, als nach
Kontakt mit einer isotonen Kochsalzlosung. Das Vorhandensein eines solchen
Unterschieds zeigt, dass die Reduktion der KBE auf die verwendete Losung

zuriickzufiihren ist, da alle anderen Parameter der Versuche gleich sind.
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Das Vorhandensein eines Unterschieds zu isotoner Kochsalzlosung wurde mittels
Kruskal-Wallis-Test getestet und die Signifikanzwerte nach einem Dunn-Bonferroni-
post-hoc-Test angepasst. Die Ergebnisse zeigten fast durchgéngig signifikant niedrigere
Anzahlen an KBE nach Desinfektion als nach Kontakt mit der isotonen
Kochsalzlosung(s. Tabelle 14 im Anhang).

Anhand der gewonnen Daten kann auch eine Reduktion der Anzahl an KBE im

Vergleich ohne Desinfektion (also Kochsalzlosung) angegeben werden (s. Tabelle 6).

Ohne Blutkontamination

C. albicans | S. mutans | A. naeslundii | A. actinomycetemcomitans MRSA F nucleatum

CHX 0,2% 73,3% 97,3% 75,8% 99,97% 59,4% 99,80%

CHX 0,1% 79,9% 94,2% -57,2% 80,00% 23,1% 44,40%

Listerine 13,5% 97,0% 81,9% 89,50% 60,8% 90,40%

ProntOral 61,0% 97,9% 63,5% 99,98% 84.,2% 99,92%
(64,5%)

PHMB 89,0% 98,6% 81,4% 99,84% 82,0% 99,81%
(26,3)

Mit Blutkontamination

C. albicans | S. mutans | A. naeslundii = A. actinomycetemcomitans MRSA FE nucleatum

CHX 0,2% 44.9% 98,8% 67,5% 99,0% 76,1% 95,3%

CHX 0,1% 53,5% 96,1% 20,5% 30,4% 48,5% 68,2%

Listerine 48,3% 97,7% 26,9% 84,8% 20,3% 98,5%

ProntOral 69,4% 97,8% 97,7% 99,9% 96,3% 97,5%
(92,8%)

PHMB 78,5% 98,5% 99,1% 98,9% 90,9% 96,4%
(31,4%)

Tabelle 6: Prozentuale Reduktion an koloniebildenden Einheiten im Vergleich

zu isotoner Kochsalzlosung
CHX = Chlorhexidin, PHMB = Polihexanid, KBE = koloniebildende Einheit
In Klammern 30 Sekunden Einwirkzeit bei polihexanidhalitgen Losungen bei MRSA.

4.3 Unterschied zwischen CHX 0,2% und CHX 0.1%

Um die Haufigkeit unerwiinschter Arzneimittelwirkungen verringern zu konnen,
versucht man eine mdglichst geringe Konzentration des Desinfektionsmittles zu wahlen.

Um die in der Literatur empfohlene Konzentration von 0,2% bei Chlorhexidin zu
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verifizieren, wurden alle Tests auch mit einer CHX-Konzentration von 0,1%
durchgefithrt und mittels Kruskal-Wallis-Test auf Unterschied getestet. Die
Signifikanzwerte wurde entsprechend der Dunn-Bonferroni-Methode angepasst. Die

Ergebnisse sind der Tabelle 7 zu entnehmen.

p-Wert p-Wert
C. albicans 0,799 C. albicans + Blut 0,526
S. mutans 0,006 S. mutans + Blut 0,000
A. naeslundii 0,000 A. naeslundii + Blut 0,005
A. actinomycetemcomitans 0,001 A. actinomycetemcomitans + Blut 0,000
MRSA 0,007 MRSA + Blut 0,076
F. nucleatum 0,005 F. nucleatum + Blut 0,447

Tabelle 7: Unterschiede zwischen Chlorhexidin 0,2% und Chlorhexidin 0,1%

Auf die gleiche Weise wurde verfahren, um die Desinfektion mit Chlorhexidin 0,1% mit

der durch Listerine zu vergleichen. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Tabelle 8

protokolliert.

p-Wert p-Wert
C. albicans 0,046 C. albicans + Blut 0,318
S. mutans 0,022 S. mutans + Blut 0,081
A. naeslundii 0,000 A. naeslundii + Blut 0,750
A. actinomycetemcomitans 0,074 A. actinomycetemcomitans + Blut 0,134
MRSA 0,017 MRSA + Blut 0,294
F. nucleatum 0,013 F nucleatum + Blut 0,101

Tabelle 8: Unterschiede zwischen Chlorhexidin 0,1% und Listerine

4.4 Unterschied zwischen ProntOral und Polihexanid 0.15%

Um eine Wirkung zusétzlicher Inhaltsstoffe einer oralen Desinfektionslésung
ausschlieBen zu konnen, wurde in dieser Arbeit jeder Versuch auch mit einer selbst
hergestellten Polihexanidlosung durchgefiihrt. Diese enthielt auBler der gleichen

Konzentration an Polihexanid wie ProntOral keine anderen Inhaltsstoffe. Die
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Unterschiede wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt, sind der Tabelle 9 zu

entnehmen und werden in Abbildung 14 dargestellt. Die angegebenen Signifikanzwerte

wurden mittels Post-hoc-Test nach Dunn-Bonferroni angepasst.

p-Wert p-Wert
C. albicans 0,085 C. albicans + Blut 0,150
S. mutans 0,720 S. mutans + Blut 0,312
A. naeslundii 0,212 A. naeslundii + Blut 0,346
A. actinomycetemcomitans 0,135 A. actinomycetemcomitans + Blut 0,072
MRSA 0,231 MRSA + Blut 0,559
MRSA 30s 0,023 MRSA 30s + Blut 0,003
F. nucleatum 0,634 F. nucleatum + Blut 0,467

Tabelle 9:

Unterschied zwischen ProntOral und Polihexanid 0,15%

10.000.000-

1.000.000

100.000+

10.000—

1.000—

100

Anzahl koloniehildender Einheiten (Mittelwert)

10

B ProntQral
[] Polihexanid

C albicans

5 mntans

A naeshindi
A a

Mikroorganismen

MRSA

F. nncleatum

Abbildung 14: Unterschiede in der Anzahl der koloniebildenden Einheiten

zwischen ProntOral und Polihexanid 0,15%

A.a. = Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Im Falle einer gezielten Bekdmpfung von MRSA empfielt die Gebrauchsanweisung von
ProntOral eine Einwirkzeit von 60 Sekunden. Diese wurden im Rahmen der Versuche
eingehalten. Um einer Verzerrung durch unterschiedliche Einwirkzeiten entgegen-
zuwirken wurden diese Versuche zusidtzlich ebenfalls mit einer 30-sekiindigen
Einwirkzeit durchgefiihrt. Die Unterschiede zwischen 30- und 60-sekiindiger
Einwirkzeit stellten sich bei selbst hergestellten Polihexanidldsung als signifikant, bei
der industriell hergestellten Losung unter Blutkontamination als nicht signigikant dar
(Kruskal-Wallis-Test mit Post-hoc-Anpassung der Signifikanzwerte nach Dunn-
Bonferroni, s. Tabelle 10).

Ohne Blutkontamination (p-Wert) Mit Blutkonamination (p-Wert)
ProntOral 0,034 0,263
Polihexanid 0,15% 0,002 0,000

Tabelle 10: Unterschied zwischen 30 und 60 Sekunden Einwirkzeit von
polihexanidhaltigen Losungen

4.5 Unterschiede polihexanidhaltiger Losungen zu Listerine und Chlorhexidin 0,2%

Zur Beurteilung der Eignung von polihexanidhaltigen Losungen zur Bekdmpfung von
Plaquebakterien wurde auf Unterschied zu Listerine und zum derzeitigen Goldstandard
Chlorhexidin 0,2% mittels Kruskal-Wallis-Test gepriift (s. Tabellen 11 und 12). Die

Signifikanzwerte wurden nach einem post-hoc-Test nach Dunn-Bonferroni-Methode

angepasst.

p-Wert p-Wert
C. albicans C. albicans +Blut
+ ProntOral 0,267 + ProntOral 0,051
+ Polihexanid 0,15% 0,005 + Polihexanid 0,15% 0,001
S. mutans S. mutans + Blut
+ ProntOral 0,187 + ProntOral 0,991
+ Polihexanid 0,15% 0,083 + Polihexanid 0,15% 0,326
A. naeslundii A. naeslundii + Blut
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+ ProntOral 0,043
+ Polihexanid 0,15% 0,374
A. actinomycetemcomitans

+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
MRSA

+ ProntOral 0,001
+ Polihexanid 0,15% 0,039
+ ProntOral 30s 0,199
+ Polihexanid 0,15% 30s 0,330
F nucleatum

+ ProntOral 0,229
+ Polihexanid 0,15% 0,490

Tabelle 11: Unterschiede polihexanidhaltiger Losungen zu Listerine

p-Wert
C. albicans
+ ProntOral 0,525
+ Polihexanid 0,15% 0,282
S. mutans
+ ProntOral 0,320
+ Polihexanid 0,15% 0,158
A. naeslundii
+ ProntOral 0,640
+ Polihexanid 0,15% 0,447
A. actinomycetemcomitans
+ ProntOral 0,623
+ Polihexanid 0,15% 0,282
MRSA
+ ProntOral 0,002
+ Polihexanid 0,15% 0,081
+ ProntOral 30s 0,336
+ Polihexanid 0,15% 30s 0,196
F nucleatum
+ ProntOral 0,377
+ Polihexanid 0,15% 0,704

+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
A. actinomycetemcomitans + Blut
+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
MRSA + Blut
+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
+ ProntOral 30s 0,000
+ Polihexanid 0,15% 30s 0,005
F. nucleatum + Blut
+ ProntOral 0,972
+ Polihexanid 0,15% 0,442
p-Wert
C. albicans +Blut
+ ProntOral 0,113
+ Polihexanid 0,15% 0,003
S. mutans + Blut
+ ProntOral 0,140
+ Polihexanid 0,15% 0,167
A. naeslundii + Blut
+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
A. actinomycetemcomitans + Blut
+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,046
MRSA + Blut
+ ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000
+ ProntOral 30s 0,003
+ Polihexanid 0,15% 30s 0,995
F. nucleatum + Blut
+ ProntOral 0,407
+ Polihexanid 0,15% 0,92

Tabelle 12: Unterschiede polihexanidhaltiger Losungen zu Chlorhexidin 0,2%
CHX = Chlorhexidin
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Die in Tabelle 11 und 12 dargestellten Ergebnisse sind in Abbildung 15 visualisiert.

Deginfeltionsmittel
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Abbildung 15: Unterschiede in der Anzahl der koloniebildenden Einheiten
zwischen polihexanidhaltigen Losungen, Chlorhexidin 0,2% und
Listerine

CHX = Chlorhexidin, 4.a. = Aggregatibacter actinomycetemcomitans

4.6 Blutkontamination und Wirksamkeit der Desinfektionslosungen

Alle Versuche wurden auch unter einer Kontamination mit Schafsblut durchgefiihrt. Auf
statistische Unerschiede in der Anzahl an KBE nach Desinfektion wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test getestet und die Signifikanzwerte nach einem Dunn-Bonferroni-

Test korrigiert (s. Tabelle 13).
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p-Wert p-Wert

C. albicans A. acintomycetemcomitans
+ CHX 0,2 0,000 + CHX 0,2 0,001
+ CHX 0,1 0,000 + CHX 0,1 0,000
+ Listerine 0,000 + Listerine 0,389
+ ProntOral 0,002 + ProntOral 0,996
+ Polihexanid 0,15% 0,001 + Polihexanid 0,15% 0,819
+ NaCl 0,000 + NaCl 0,101
S. mutans MRSA
+ CHX 0,2 0,258 + CHX 0,2 0,606
+ CHX 0,1 0,617 + CHX 0,1 0,687
+ Listerine 0,338 + Listerine 0,002
+ ProntOral 0,020 + ProntOral 0,453
+ Polihexanid 0,15% 0,099 + Polihexanid 0,15% 0,205
+ NaCl 0,308 + ProntOral 30sek 0,117
A. naeslundii + Polihexanid 0,15% 30sek 0,441
+ CHX 0,2 0,054 + NaCl 0,171
+CHX 0,1 0,907 F. nucleatum
+ Listerine 0,000 + CHX 0,2 0,000
+ ProntOral 0,004 + CHX 0,1 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,007 + Listerine 0,000
+ NaCl 0,000 + ProntOral 0,000

+ Polihexanid 0,15% 0,000

+ NaCl 0,000

Tabelle 13:

Unterschied durch Blutkontamination auf Desinfektionsmittel

CHX = Chlorhexidin

In Abbildung 16 sind die Unterschiede mit und ohne Blutkontamination beispielhaft flir

C. albicans visualisiert.
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Abbildung 16: Unterschiede in der Anzahl der koloniebildenden Einheiten mit
und ohne Blutkontamination am Beispiel von Candida albicans

CHX = Chlorhexidin



5. Diskussion

Der Aufbau der Experimente dieser Studie orientierte sich so weit wie moglich an den
oralen Gegebenheiten und der Einsatzrealitit von Mundspiillosungen. Nach Benutzung
von oralen Antiseptika spuckt der Patient diese aus. Es kommt zur Verdiinnung der vor
Ort gebliebenen Wirkstoffe durch den Speichel (simuliert durch 1 ml isotone NaCl-
Spiilung unmittelbar nach Beendigung der Einwirkzeit). Viele als Desinfektionsmittel
eingesetzte Wirkstoffe besitzen eine sogenannte Substantivitit. Dieser Begriff
beschreibt die Eigenschaft eines Stoffes, iiber ldngere Zeit an Oberflichen gebunden an
einem Ort zur Verfiigung zu stehen. Um die Wirkung in diesem Zeitraum zu simulieren,
wurden die Proben nach der Verdiinnung durch die isotone NaCl-Losung nochmals fiir
zehn Minuten in isotoner Kochsalzlosung gelagert. In dieser Zeit konnten Wirkstoffe
thre Substantivitdt, dhnlich wie auch in-vivo, nutzen. Erst nach dieser Verweildauer
wurden die Uberreste des Biofilms vom artifiziellen Schmelz geldst und ausplattiert.
In-vivo bestehen orale Biofilme selbstverstindlich nicht nur aus einer Reinkultur eines
einzigen [Erregers, sondern aus vielen, sich gegenseitig unterstiitzenden
Mikroorganismen. Um die spezifische Wirkung der Desinfektionsmittel auf die
einzelnen Erregerarten untersuchen zu konnen, musste jedoch dieses Zugestédndnis der
Monokultur gemacht werden.

Entsprechend findet eine Verdiinnung der Mundspiilldsungen unmittelbar bei Benetzen
der Zihne sowie der Mundschleimhaut, und nicht erst nach der vorgeschriebenen
Einwirkzeit statt. Da bei allen Losungen der gleiche Versuchsautbau verwendet wurde,
sollten sich die Ergebnisse aber auf die Patientenrealitét iibertragen lassen.

Zum Aufbau der Versuche lédsst sich somit zusammenfassen, dass sie die bekannte
Problematik von in-vitro-Versuchen haben, eben nicht in-vivo durchgefiihrt zu sein und
deshalb eine Ubertragung auf den klinischen Einsatz somit immer kritisch zu

hinterfragen ist.

39



Wirksamkeit von Polihexanidhaltigen Losungen

In der Literatur ist die Wirksamkeit polihexanidhaltiger Losungen zur Bekdmpfung
extraoraler Mikroorganismen beschrieben. Untersuchungen zur Wirksamkeit gegen
intraorale Erreger sind dagegen rar gesdt und beschreiben meist unspezifisch eine
Reduktion der totalen Bakterienbelastung und Plaquebildung, ohne auf einzelne
Leiterreger einzugehen [147-149]. MEDVEDEC MIKIC und Mitarbeiter konnten 2018
eine Wirksamkeit von Polihexanid zur Desinfektion des fiir die Endodontie
interessanten Erregers Enterokokkus faecalis nachweisen [150].

Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten in-vitro Versuche zeigen,
dass polihexanidhaltige Losungen geeignet sind, die Anzahl an koloniebildenden
Einheiten auf einer vorgegebenen Fliche artifiziellen Hydroxyapatits wachsender,
spezifischer oraler Erreger zu reduzieren. Bei fast jedem untersuchten Mikroorganismus
zeigte sich nach Desinfektion mit einer polihexanidhaltigen Lésung eine signifikant
geringere Anzahl an Kolonien als nach einer gleichermaBlen durchgefiihrten Spiilung mit
isotonischer Kochsalzlosung. Die prozentuale Reduktion der KBE betrug hierbei je
nach Erreger zwischen 84,2% und 99,98%.

Nur bei C. albicans und A. naeslundii konnte kein signifikanter Unterschied im Falle
der Desinfektion mit ProntOral gezeigt werden. Prozentual gesehen, verringerte die
Desinfektion mit ProntOral jedoch auch hier die Anzahl an KBE um zumindest 61%

bzw. 63,5%, was durchaus als positives Ergebnis gewertet werden kann.

Polihexanidhaltige Losungen im Vergleich zu etablierten oralen Desinfektionsmitteln

Um die Wirksamkeit in der Bekdmpfung pathogener Erreger der Mundhohle in ein
Verhiéltnis zu etablierten Mundspiillosungen zu bringen, wurden die Versuche ebenfalls
mit Listerine — einer in der Literatur sehr gut beschriebenen und untersuchten Losung
mit dtherischen Olen als Wirkstoff - und mit Chlorhexidin 0,2% als allgemeingiiltigem
Goldstandard in der intraoralen Desinfektion durchgefiihrt.

Hier zeigte sich, dass die Reduktion der KBE durch ProntOral bei allen untersuchten
Erregern zumindest gleichwertig zu der durch Listerine erzielten war. Bei 4. naeslundii,
A. actinomycetemcomitans und MRSA ergaben sich sogar signifikant niedrigere

Anzahlen. Ahnlich verhilt es sich mit PHMB, das ebenfalls bei allen untersuchten
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Mikroorganismen eine zumindest gleichwertige Kolonienreduktion erreichte. Eine
signifikante ~ Herabsetzung der  Kolonienzahlen = wurde bei C. albicans,
A. actinomycetemcomitans und MRSA erreicht (vergleiche hier auch Abbildung 14).

Im Vergleich mit dem derzeitigen Goldstandard zur intraoralen Desinfektion
Chlorhexidin 0,2% zeigten sich die polihexanidhaltigen Losungen in Hinsicht auf die
Reduktion der koloniebildenden Einheiten iiberwiegend ebenbiirtig. ProntOral erbrachte
bei MRSA sogar signifikant bessere Ergebnisse. Nach Desinfektion mit PHMB bildeten
sich nicht signifikant mehr oder weniger Kolonien, als nach Anwendung von CHX

0,2%.

Wirksamkeit unter Blutkontamination

Wihrend des professionellen Einsatzes von Antiseptika in der Mundhdhle, z.B. in der
Oralchirurgie, Parodontologie oder Traumatologie, kommt es sehr hdufig zur
Blutkontamination der zu desinfizierenden Flachen. Um dieses Problem der intraoralen
Desinfektion zu simulieren, wurden alle Versuche in der vorliegenden Arbeit ein zweites
Mal durchgefiihrt. In diesem zweiten Durchlauf wurden die kiinstlichen, mit Biofilm
iiberzogenen Hydroxylapatitproben vor Desinfektion in defibriniertes Schafsblut
getaucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass die durchschnittlichen Kolonienzahlen unter Einfluss einer
Verunreinigung mit Blut in beinahe allen Fillen hoher lagen als ohne. Fiir CHX 0,2%
waren dies auBler bei MRSA, S. mutans und A. naeslundii jeweils sogar signifikante
Unterschiede. In den Féllen von ProntOral war dieser Unterschied bei
A. actinomycetemcomitans und MRSA, bei PHMB bei S mutans, A.
actinomycetemcomitans und MRSA nicht signifikant.

Im direkten Vergleich nach Blutkontamination zeigten sich bei ProntOral mit
CHX 0,2% bei allen Mikroorganismen, auller bei C. albicans, S. mutans und
F nucleatum, signifikante Unterschiede. Bei PHMB ergaben sich bei C. albicans,
A. naeslundii  und MRSA signifikant weniger KBE und im Fall von
A. actinomycetemcomitans signifikant mehr KBE als bei der Desinfektion mit
CHX 0,2%.

In der Zusammenschau mit den zuvor diskutierten Ergebnissen zeigt sich also, dass

polihexanidhaltige Losungen in der nicht mit Blut kontaminierten Umgebung in
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Hinsicht auf die Reduktion der KBE dem derzeitgen Goldstandard CHX 0,2%
gegeniiber als zumindest gleichwertig anzusehen sind. Kommt eine Verunreinigung
durch Blut dazu, scheinen polihexanidhaltige Losungen bei den meisten Erregern sogar
effektiver zu sein. Dies wird auch bei einem Blick auf die prozentuale Reduktion der
KBE nach Desinfektion (s. Tabelle 6) mit bis zu zwolf Prozentpunkten besseren
Ergebnissen auf Seiten der polihexanidhaltigen Losungen verdeutlicht.

Das ist nicht nur in der chirurgischen Antiseptik, sondern auch fiir die unterstiitzende
Behandlung der parodontalen Erkrankungen besonders interessant. Die Anwesenheit
von Blut im oralen Milieu bei diesen Erkrankungen z&hlt mit zu den wichtigsten
Bewertungskriterien gingivaler und parodontaler Gesundheit. Das sogenannte "bleeding
on probing" (Blutung nach Sondierung) ist ein héufig verwendeter Indikator des
gingivalen und parodontalen Zustands und beispielsweise essentieller Bestandteil des
PSI (Parodontaler Screening Index, [151]). Dies bedeutet, dass bei Patienten mit einer
Parodontitis eine vermehrte Blutkontamination wéhrend der oralen Desinfektion zu
erwarten ist. Diese sollte den Erfolg der Bekidmpfung der ursdchlichen
Krankheitserreger so wenig wie mdglich mindern. Polihexanid konnte sich hier somit

als gut geeignetes orales Antiseptikum erweisen.

Wirksamkeit wirkstoffreduzierter Chlorhexidinlosung

An diesem Punkt gilt es, einen Blick auf den derzeitigen Goldstandard in der oralen
Desinfektion zu werfen. Die Wirksamkeit von Chlorhexidin ist in vielen Studien belegt
[90, 152, 153]. Die Anwendung ist dabei nicht ohne unerwiinschte
Arzneimittelreaktionen wie Verfiarbungen der Zunge und Zihne, Schleimhautirritationen
und Schmeckveridnderungen [102, 103]. Da solche Reaktionen mit der Haufigkeit der
Anwendung korrelieren, liegt es nahe, dass man die Konzentration des Wirkstoffes so
gering wie moglich einstellt. Durch eine Verringerung der in Losung vorliegenden
Stoffmenge an Chlorhexidin liee sich die H&ufigkeit unerwiinschter Wirkungen
reduzieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass CHX 0,2% bei allen untersuchten
Erregern, auller C. albicans, die KBE signifikant stirker verringerte als CHX 0,1%.
Unter einer Kontamination mit Blut fielen die Unterschiede bei C. albicans, MRSA und

F nucleatum nicht signifikant aus.
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Die Unterschiede in der Anzahl der KBE im Vergleich zu Listerine war bei CHX 0,1%
bei allen Mikroorganismen, auBler bei A. actinomycetemcomitans, signifikant.
CHX 0,1% reduzierte die Zahl an KBE bei C. albicans und F. nucleatum stirker,
wiéhrend sich bei S. mutans, A. naeslundii und MRSA signifikant mehr KBE als nach
Desinfektion mit Listerine zeigten. Unter Blutverunreinigung waren die Unterschiede in
keinem Fall signifikant.

Die Wirksamkeit von CHX 0,1% erscheint nach vorliegenden Ergebnissen folglich mit
der von Listerine in etwa vergleichbar. Dies deckt sich mit den in-vivo Ergebnissen von
CHARLES und Mitarbeitern [154] und MCKENZIE und Mitarbeitern [155]. Diese
Arbeitsgruppen verglichen CHX 0,12% mit Losungen mit #therischen Olen als
Wirkstoff in Hinblick auf Plaqueakkumulation und Gingivitispravalenz. Beide Studien
kamen zu dem Ergebnis, dass CHX 0,12% mit Losungen mit #therischen Olen in der
Wirksamkeit vergleichbar sind.

Fiir den klinischen Alltag bedeutet dies, dass beim professionellen Einsatz von CHX
eine Konzentration von 0,2% anzuwenden ist. Eine Verdiinnung unter diese

Konzentration geht mit erheblichem Wirkverlust einher.

Unterschied der beiden untersuchten polihexanidhaltigcen Losungen

In ihren Studien iiber Mundspiillésungen konnten JENKINS, ADDY, HARPER und
Mitarbeiter zeigen, dass diese sich in ihrer Wirksamkeit trotz gleicher
Wirkstoftkonzentration unterscheiden [156—158]. Daher wurde auch in der vorliegenden
Studie neben dem verbrauchsfertigen, zugelassenen Gesamtprodukt ProntOral ebenfalls
eine Losung untersucht, die keine Wirkstoffe auBer Polihexanid 0,15% enthielt
(PHMB). Im direkten Vergleich fanden sich hier in der Reduktion der KBE signifikante
Unterschiede bei C. albicans, A. naeslundii, A. actinomycetemcomitans und MRSA.
Unter Blutkontamination verringerten sich diese Unterschiede auf nur noch statistisch
signifikante Unterschiede bei A. naeslundii und A. actinomycetemcomitans. Diese
Ergebnisse unterstreichen erneut, dass die Wirkung einer Losung nicht nur vom
eigentlichen Wirkstoff beeinflusst wird, sondern durch das Zusammenspiel aller
Inhaltsstoffe  bestimmt wird. Auf der Verpackung der frei verkduflichen
Mundspiillosung findet sich als Inhaltsangabe neben 0,15% Polihexanid, Aroma,

Sodium Cyclamate (Natriumcylamat), Surfactants (oberflichenaktive Stoffe) und
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Excipients (Hilfsstofte).

Cylamate gehdren zu den kiinstlichen Siifstoffen, gelten heutzutage als fiir den
menschlichen Ko&rper unbedenklich [159] und scheinen auch Bakterien nicht
auBBergewohnlich zu beeinflussen [160]. Welche oberflichenaktiven Stoffe und
Hilfsstoffe in der Rezeptur von ProntOral verwendet werden, kann nur spekuliert
werden. Es konnte durchaus sein, dass diese die Durchdringung des Biofilms durch die
Losung begiinstigen und so die etwas besseren Ergebnisse von ProntOral gegeniiber
PHMB erkldaren. So gibt es zum Beispiel auch verschiedene Ansitze, derartige
oberflichenaktive Substanzen im Kampf gegen antibiotikaresistente Mikroorganismen
einzusetzen [161, 162].

Ebenso konnte es jedoch auch sein, dass die téglich neu selbst hergestellte Losung
tages- und umweltabhdngigen Unterschieden unterlegen war, sodass eine konstante
Konzentration (im Gegensatz zum industriell hergestellten ProntOral) nicht

gewihrleistet werden konnte.

Einfluss der Einwirkdauer auf die Wirksamkeit gegen MRSA

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurden die Herstellerangaben zur Dauer der
Einwirkzeit befolgt. Sowohl bei der CHX-haltigen Mundspiillésung, bei Listerine, als
auch bei ProntOral betrug diese Zeit im Regelfall 30 Sekunden. Nur im Fall der
gezielten Bekdmpfung von MRSA beschreibt die Firma B.Braun, Melsungen,
Deutschland, bei ihrem Produkt ProntOral eine empfohlene Einwirkzeit von 60
Sekunden. Dies bedeutet, dass die guten Ergebnisse in der Reduktion der KBE bei
MRSA durch ProntOral (und PHMB) auch auf eine im Gegensatz zu den anderen
untersuchten Losungen verlédngerten Einwirkzeit zuriickzufiihren sind. Um eine solche
Verzerrung auszuschlieen, wurden zusidtzlich die Versuche mit MRSA, entgegen der
Herstellerangabe, auch mit nur 30 Sekunden Kontaktzeit durchgefiihrt.
Erwartungsgemal zeigten sich in allen Fillen nach der langeren Einwirkzeit signifikant
weniger MRSA-Kolonien.

Im Vergleich zur KBE-Reduktion durch CHX 0,2% oder Listerine ergab sich im
Gegensatz zur 60-sekiindigen Einwirkzeit bei 30 Sekunden Kontakt kein signifikanter
Unterschied. Bei zusétzlicher Blutkontamination blieb der Unterschied bei ProntOral

signifikant (weniger KBE als bei CHX 0,2% bzw. Listerine). Bei PHMB 0,15% wurde
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der Unterschied in beiden Féllen als statistisch nicht signifikant erkannt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass polihexanidhaltige Losungen auch bei 30 Sekunden
Einwirkzeit geeignet sind, MRSA zu bekdmpfen — immerhin genauso gut wie
CHX 0,2% oder Listerine. Durch eine Verldngerung der Einwirkzeit kann dieses
Ergebnis noch verbessert werden. Dieser Effekt ist jedoch auch bei den anderen

Wirkstoffen zu erwarten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen somit folgende Schliisse zu:
> Losungen mit einem 0,15-%igen Gehalt an Polihexanid haben eine

antimikrobielle Wirkung gegen intraoral pathogene Erreger.

» Die Reduktion an KBE durch Listerine ist mit der durch CHX 0,1%

vergleichbar.

> Die erhohte Konzentration bei CHX 0,2% fiihrt im Vergleich zu CHX 0,1%

zu signifikant niedrigeren KBE.

» Die Wirksamkeit einer 0,15%igen Polihexanidldsung liegt iiber der von

Listerine.

> Die Wirksamkeit einer 0,15%igen Polihexanidldsung ist mit der einer

0,2%igen CHX-Losung vergleichbar.

> Eine Blutkontamination fiihrt bei allen untersuchten oralen Desinfektions-

mitteln zu einem gewissen Wirkverlust.

> Eine Kontamination mit Blut fiihrt bei CHX 0,2% bei den untersuchten

Erregern zu deutlich geringeren Reduktionen an KBE.

> Bei gleichzeitiger Blutkontamination liegt die Reduktion an KBE durch eine
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0,15%ige Polihexanidlosung hoher als durch CHX 0,2%.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass polihexanidhaltige Losungen
wirksam in der Bekdmpfung intraoraler pathogener Erreger sind. Die bei CHX
beschriebenen, teils schwerwiegenden, nicht erwiinschten Arzneimittelreaktionen sind
bei diesem Wirkstoff nicht beschrieben. Dies kann an der bisher auf den extraoralen
Einsatz beschrinkten Anwendung von Polihexanidlosungen liegen. Neben vereinzelt
beschriebenen allergischen Reaktionen sind bei Polihexanid bisher keine unerwiinschten
Reaktionen im extraoralen Anwendungsbereich (auch nicht im Bereich der genitalen
Schleimhéute) beschrieben [163—165].

Die intraorale Desinfektion mit Polihexanid erscheint mit dem Hintergrund der
vorliegenden Studie als vielversprechend und sollte weiter untersucht werden.
Interessant wéren hier vor allem, neben laborchemischen Studien zu Reaktionen von
Polihexanid mit Zahnhartsubstanzen und zahnérztlichen Werkstoffen, auch in-vivo
Studien, wie die von ROSIN und Mitarbeiter [147, 148], um den Wirkstoff

gegebenenfalls im zahnédrztlichen Alltag zu etablieren.
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6. Zusammenfassung

Pathogene Erreger der Mundhéhle spielen eine wichtige Rolle in der Atiologie der
meisten intraoralen  Erkrankungen. Zur Unterstiitzung der Plaque- und
Mikroorganismenbekédmpfung haben sich Desinfektionslosungen bewidhrt. Gerade im
professionellen Rahmen stellt Chlorhexidin den Goldstandard in der intraoralen
Desinfektion dar. Bei vielen unerwiinschten Arzneimittelreaktionen ist es sinnvoll, nach
Alternativen zu forschen.

In dieser Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, in wie weit sich
polihexanidhaltige Losungen zur Bekdmpfung intraoraler Leiterreger der Karies,
Parodontitis und der intraoralen Wundheilungsstorung im in-vitro Modell eignen.
Hierzu wurden monokulturelle Biofilme aus jeweils Candida albicans, Streptococcus
mutans, Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, MRSA und
Fusobacterium nucleatum auf artifiziellem Hydroxylapatit angeziichtet. AnschlieBend
folgte eine Desinfektion mit Listerine, chorhexidin-, bezichungsweise
polihexanidhaltigen Losungen und hiernach eine Spiilung mit Kochsalzlosung. Im
Anschluss erfolgte eine Anzucht der iiberlebenden koloniebildenden Einheiten und
Auszéhlen derselben. Um die Anwendung in der zahnirztlichen beziehungsweise
oralchirurgischen Praxis zu imitieren, wurden alle Versuche zusitzlich mit einer durch
Eintauchen in defibriniertes Schafsblut simulierten Blutkontamination wiederholt.

In der statistischen Auswertung der gewonnen Daten konnte gezeigt werden, dass sich
polihexanidhaltige Losungen im Vergleich zu chorhexidinhaltigen Lésungen in Bezug
auf Reduktion der koloniebildenden Einheiten als ebenbiirtig, in einigen Fillen sogar
effektiver, zeigten. Gerade bei gleichzeitiger Kontamination mit Blut erwiesen sich die
polihexanidhaltigen Losungen als im in-vitro Modell wirksam.

Den in-vitro Ergebnissen dieser Arbeit nach eignet sich das Antiseptikum Polihexanid

gut in der Bekdmpfung pathogener Erreger der Mundhohle.
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8. Anhang

p-Wert p-Wert
C. albicans C. albicans +Blut
+ CHX 0,2% 0,005 + CHX 0,2% 0,216
+ CHX 0,1% 0,001 + CHX 0,1% 0,060
+ Listerine 0,472 + Listerine 0,384
+ ProntOral 0,069 + ProntOral 0,004
+ Polihexanid 0,15% 0,000 + Polihexanid 0,15% 0,807
S. mutans S. mutans + Blut
+ CHX 0,2% 0,000 + CHX 0,2% 0,000
+ CHX 0,1% 0,000 + CHX 0,1% 0,000
+ Listerine 0,000 + Listerine 0,000
+ ProntOral 0,000 + ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000 + Polihexanid 0,15% 0,000
A. naeslundii A. naeslundii + Blut
+ CHX 0,2% 0,061 + CHX 0,2% 0,001
+CHX 0,1% 0,007 + CHX 0,1% 0,537
+ Listerine 0,000 + Listerine 0,386
+ ProntOral 0,169 + ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,005 + Polihexanid 0,15% 0,000
A. actinomycetemcomitans A. actinomycetemcomitans + Blut
+ CHX 0,2% 0,000 + CHX 0,2% 0,000
+CHX 0,1% 0,000 + CHX 0,1% 0,206
+ Listerine 0,058 + Listerine 0,007
+ ProntOral 0,000 + ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000 + Polihexanid 0,15% 0,000
MRSA MRSA + Blut
+ CHX 0,2% 0,000 + CHX 0,2% 0,000
+ CHX 0,1% 0,395 + CHX 0,1% 0,011
+ Listerine 0,001 + Listerine 0,127
+ ProntOral 0,000 + ProntOral 0,000
+ Polihexanid 0,15% 0,000 + Polihexanid 0,15% 0,000
+ ProntOral 30s 0,000 + ProntOral 30s 0,000
+ Polihexanid 0,15% 30s 0,023 + Polihexanid 0,15% 30s 0,000
F nucleatum F nucleatum + Blut
+ CHX 0,2% 0,000 + CHX 0,2% 0,222
+ CHX 0,1% 0,078 + CHX 0,1% 0,651
+ Listerine 0,000 + Listerine 0,034
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‘ + ProntOral

0,000 \ + ProntOral 0,039

\ + Polihexanid 0,15%

0,000 \ + Polihexanid 0,15% 0,185

Tabelle 14: Unterschiede Desinfektionsmittel zu Kochsalzlosung
CHX = Chlorhexidin

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ATCC
ATP
BRONJ
BZAK
CHX
CXCL
DGKH
DMS
DSM
DSMZ
G-CSF
GM-CSF
hpD
IDZ
IL
KBE
KZBV
LD50
MBC
MIC
PHMB
PO
WHO

American Type Culture Collection

Adenosintriphosphat

Bisphosphonatassoziierte Osteonekrose des Unterkiefers
Bundeszahnérztekammer

Chlorhexidin

Leukin der CXC-Familie

Deutsche Gesellschaft fiir Krankenhaushygiene
Deutsche Mundgesundheitsstudie

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Granulozyten-Koloniestimulierender Faktor
Granulozyten-Monozyten-Koloniestimulierender Faktor
humanes Betadefensin

Institut der Deutschen Zahnérzte

Interleukin

Koloniebildende Einheit

Kassenzahnérztliche Bundesvereinigung

Lethale Dosis 50%

Minimale bakterizide Konzentration

Minimale bakteriostatische Konzentration
Polyhexamethylenbiguanid (Polihexanid)

ProntOral

World Health Organisation
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8.4 Verzeichnis der verwendeten Gerite

- Eppendorf Research® (variabel) 100-1000 ul, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
- Eppendorf Research® (variabel) 10-100 pl, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- petriturn-M, schuett-biotec GmbH, Géttingen, Deutschland

- Reaktionsgefd3-Stander, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

- Sicherheitswerkbank, Shel Lab, Cornelius, OR, USA

- Stericult 3311, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

- Vortex Mixer, neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

8.5 Verzeichnis der Verbrauchsmaterialien

- BD GasPakTMEZ Anaerob-Entwickler, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

- Cellstar® 48 Well, Greiner Bio One, Kremsmiinster, Osterreich

- Einmal-Impfosen, z. B. VWR 631-7133, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

- Einmalspatel (T-Form), z. B. VWR 612-2652, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

- epT.I.P.S.® Pipettenspitzen (2-200 ul,53 mm), Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- epT.L.P.S.® Pipettenspitzen (50-1.000 pl,71 mm), Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

- Hydroxylapatit-Pléttchen, Clarkson Chromatography Products Inc., South
Williamsport, PA, USA

- Reagiergefal3 1,5ml, Easy Cap, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

- Rohrchen, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich
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8.6 Zusammensetzung verwendeter Nahrmedien und Chemikalien

Schaedler-Agar:

- Schaedler Agar mit 5% Schafsblut (BD Diagnostic Systems, Heidelberg, Deutschland)

Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:
- Pankreatisch abgebautes Casein 8,2 g

- Peptisch abgebautes Tiergewebe 2,5g

- Papainisch abgebautes Sojamehl 1,0g

- Glucose 5,8¢g

- Hefeextrakt 5,0g

- Natriumchlorid 1,7g

- Dikaliumphosphat0,8g

- L-Cystin 0,4g

- Himin 0,01g

- Vitamin K 10,01g

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 3,0g
- Agar 13,5g

- Schafsblut, defibriniert 5 %

Brain-Heart-Infusion-Broth:

Bacto™ Brain Heart Infusion (BD Diagnostic Systems, Heidelberg, Deutschland)
Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

- Kalbshirn 7,7g

- Rinderhirn 9,8g

- Proteose Pepton 10g

- Dextrose 2g

- NaCl 5g

- Na,HPO, 2,5¢
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Yeast-Peptone-Dextrose-Broth:

Difco™ YPD Broth (BD Diagnostic Systems, Heidelberg, Deutschland)
Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

- Hefeextrakt 10g

- Pepton 20g

- Dextrose 20g

Modifizierte Peptone-Yeasth-Glucose-Broth:

Rezept fiir einen Liter PYG-Broth:

- Pepton 10g

- Hefeextrakt 10g

- Rinderextrakt 5g

- Glukose 5g

- Dikaliumhydrogenphosphat (KoHPOj4) 2¢g

- Tween 80 1ml

- Cystein-HCI x H20 0,5g

- Resazurin 1mg

- Salz-Losung (s.u.) 40ml

- Destilliertes Wasser 950ml

- Haemin-Losung (s.u.) 10ml

- Vitamin-K-Losung (s.u.) 0,2ml
Die Vitamin-K;-, die Haemin-Losung und das Cystein werden hinzugegeben, nachdem
das Medium aufgekocht und unter CO2-Atmosphére abgekiihlt ist. Mit achtmolarer

Natronlauge auf pH 7,2 einstellen und unter Stickstoff schiitteln und dann sterilisieren.

Salz-Losung fiir PY G-Broth:
CaCl x 2 H20 0,25¢g
MgS0O4 x 7 H20 0,5¢g
K2HPO4 1g
KH2PO4 1g
NaHCO3 10g
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NaCl 2g
Destilliertes Wasser 1000ml

Haemin-Losung fiir PY G-Broth:
50mg Haemin in Iml einmolarer Natronlauge I6sen und auf 100ml mit
destilliertem Wasser auffiillen. Kann in Glasflasche im Kiihlschrank gelagert

werden.
Vitamin-K1-Losung fiir PY G-Broth:
0,1ml Vitamin-K1 in 20ml Ethanol (95%) auflosen und filtersterilisieren. Kann

in brauner Glasflasche im Kiihlschrank gelagert werden.

Sonstige verwendete Chemikalien:

- Aqua ad iniectabilia, Diaco Biofarmaceutici, Triest, Italien

- Dynexidin® forte, Chemische Fabrik Kreussler & Co. GmbH, Wiesbaden, Deutschland

- Isotonische Kochsalzlosung 0,9, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

- Polyhexanid-Losung 20%, Calachem Fine Chemicals, Grangemouth, Schottland,
Vereinigtes Konigreich

- ProntOral®, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

- Defibriniertes Schafsblut, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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