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1 Einleitung

In einer Zeit, in der immer mehr Wert auf Mundhygiene, Aufklarung und Prophylaxe
gelegt wird, ist die Pravalenz fur orale Erkrankungen noch immer erstaunlich hoch.
Hierbei stellen kariése Lasionen das vorherrschende Problem dar (Kassebaum et al.,
2017). Somit ist die Behandlung durch Entfernen der Karies und Legen einer Fillung
einem signifikanten Teil der zahnarztlichen Tatigkeit. Neben dem Gebrauch von
Amalgam wurde in den letzten Jahren die Verwendung von Kompositwekstoffen
immer beliebter (Eltahlah et al., 2018). Die Nachfrage nach solchen Kompositen,
resultierte in einem stetig steigenden Angebot neuer Produkte auf dem Markt. Dieser
schnelle Wandel setzt eine konstante Investition in die Forschung und Entwicklung

dieser Materialien voraus (Ferracane, 2011).

Die Behandlung ist jedoch oft nicht mit dem Legen einer einzigen Fillung beendet.
Uber langere Zeit hinweg leidet die Suffizienz einer Fullung und benétigt haufig
weitere zahnarztliche Eingriffe. Der h&ufigste Grund fur weitere Interventionen ist die
Sekundarkaries (Eltahlah et al., 2018). Neben einer Vielzahl an Faktoren, wurde die
Akkumulation eines Biofilms an und um Restaurationen, als einer der zentralen
Grinde gesehen, welche zum Versagen einer solchen Restauration fiilhren kann
(Barbosa et al., 2012). Zusatzlich kann die Anwesenheit von Plague auf
Restaurationen nahe der Gingiva zu Gewebeirritationen fihren, mit der mdglichen
Folge einer gingivalen Erkrankung (Steinberg und Eyal, 2002). Forschungen der
letzten Jahre haben immer wieder hervorgehoben, dass sowohl die Adhasion von
Bakterien an Oberflachen als auch die Biofilmformation, maf3geblich von zwei
Faktoren beeinflusst werden: einerseits durch die physikalisch-chemischen
Eigenschaften des unterliegenden Substrats - zum Beispiel ein Komposit - und
andererseits durch die passiven und aktiven Adhéasionsmechanismen der Bakterien
selbst (Hannig und Hannig, 2009; Khalichi et al., 2009; Mei et al., 2011; Quirynen,
1994).

Das Ziel dieser Studie ist das Hervorheben mdglicher Unterschiede in der
Plaqueretention von drei verschiedenen Bakterienspezies auf sechs Kompositen und
einem Compomer. Anhand der akkumulierten Plaguemenge sollen Unterschiede
zwischen den drei Bakterienstammen und der insgesamt sieben verschiedenen

Materialien veranschaulicht werden.



1.1 Pathomechanismen oraler Erkrankungen

Die Mundhohle préasentiert sich als ein vielseitiges Milieu fir Mikroorganismen.
Innerhalb kiirzester Zeit kann es zu Temperaturschwankungen von ~0 °C bis =70 °C
kommen und auch das Nahrstoffangebot wechselt periodisch. Zuséatzlich kdnnen
komplexe Scherkrafte, durch Nahrungsaufnahme und Hygienemal3nahmen auftreten
(Barclay et al., 2005; Lin, 2017). Die Mundhohle bietet einen Lebensraum fur mehr
als 700 verschiedene Bakterienarten (Darrene und Cecile, 2016). Trotz der weit
verbreiteten Annahme, dass Bakterien schédlich fir den menschlichen Kérper seien,
ist die Bakterienbesiedlung ein wesentlicher und natirlicher Bestandteil der
Mundhdhle, welche mafigeblich zu einem gesunden und ausgewogenen System
beitragt (Kumar und Mason, 2015). Pathologische Veranderungen, in Form von
Karies oder Parodontitis, entstehen erst durch eine Veranderung der bakteriellen
Zusammensetzung und ein Ungleichgewicht der nattrlich vorkommenden Bakterien,

zugunsten pathogener Mikroorganismen (Darrene und Cecile, 2016).

1.1.1 Definition und Atiologie von kariésen Lasionen

Karies stellt die haufigste Erkrankung in der Mundhdhle dar (Eltahlah et al., 2018). Es
handelt sich dabei um eine chronische Infektionskrankheit und resultiert aus der
Demineralisation der Zahnhartsubstanz durch Einwirken von Sauren (van Houte,
1994).

Dieser Prozess beinhaltet vier Grundvoraussetzungen: einen Wirtsorganismus,
Mikroorganismen, Substrat fur die Mikroorganismen und Zeit. Daneben gibt es
weitere Faktoren die beachtet werden missen: die Beschaffenheit und
Eigenschaften der Oberflache, die Zusammensetzung des Speichels und die
individuelle Abwehrlage das Wirtsorganismus (Konig, 1987).

Wie oben bereits erwahnt, ist die Bakterienbesiedlung der Mundhdhle durchaus ein
normaler Zustand. Dentale Karies resultiert erst aus einem ©kologischen
Ungleichgewicht der eigentlich physiologischen Verhaltnisse (Selwitz et al., 2007).
Dies geschieht durch begiinstigende Faktoren fiir die Mikroorganismen, wie etwa ein

Uberangebot von Kohlehydraten (Kénig, 1987). So werden orale Oberflachen
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mikrobiell kolonisiert und ein bakterieller Biofilm — auch dentale Plaque genannt —
kann sich entwickeln (Bowen et al., 2018). Durch das natirliche Verstoffwechseln
von Kohlehydraten durch diese Bakterien, entstehen schwache Sauren als
Nebenprodukte. Diese fuhren zu einem lokalen Abfall des pH-Wertes. Daraus folgt
die Demineralisation der Zahnhartsubstanz, wobei Calcium, Phosphat und Carbonat
aus dieser herausdiffundieren (Selwitz et al.,, 2007). Anfangs ist diese
Demineralisation noch reversibel und die Zahnhartsubstanz kann durchaus wieder
remineralisiert werden. Dies geschieht durch Komponenten aus dem Speichel, wie
Calcium, Phosphate und Fluoride. Dieser dynamische Prozess der De- und
Remineralisation findet genau genommen mehrmals téglich statt. Erst durch eine
langer anhaltende Demineralisation kann es zu einer Lasion der Zahnhartsubstanz
kommen: von Demineralisation auf molekularer Ebene bis hin zur klinisch sichtbaren
Kavitation (Featherstone, 2004). Bakterien dringen bis zur Schmelz-Dentin-Grenze
vor und eine massive Infiltration des Dentins mit Bakterien ist moglich (Lehmann und
Hellwig, 2005). Bereits beim Ubertritt der Bakterien ins Dentin treten die ersten
Entzindungszeichen in der Pulpa auf (Baumann et al., 2007). Im Dentin kann sich
die Lasion rasch unterminierend ausbreiten. Dies ist bedingt durch die Struktur des
Dentins, in Form von anorganischen Kollagenfasern in Dentinkanélchen (Schroeder,
1991). Weiterhin wird die Ausbreitung erleichtert durch die proteolytische Aktivitat der
Kollagenasen in Bakterien wie Streptococcus mutans (Jackson et al., 1997). Durch
eine langanhaltende Entzindung oder die Besiedlung der Pulpa mit Bakterien,
kommt es zu Gewebezerstérung bis hin zur Nekrose der Pulpa (Hellwig et al., 2010).
Ab einem gewissen Schweregrad und Fortschritt einer kariosen Lasion, kann dieser
nur mehr durch invasive Therapiemal3Bnahmen Einhalt geboten werden. Somit kann
die weitere bakterielle Ausbreitung lediglich mittels Fullungstherapie oder einer
Wurzelkanalbehandlung unterbunden werden (Ricketts et al., 2013). Abbildung 1

zeigt ein klinisches Beispiel von einer Kompositfillung.



Abbildung 1: Klinisches Beispiel von Kompositfullungen

1.1.2 Definition und Atiologie von Parodontopathien

Neben den Lasionen der Zahnhartsubstanz, ist die Pravalenz von Parodontopathien
in Deutschland noch immer hoch (Holtfreter et al., 2010). Laut der Finften
Deutschen Mundgesundheitsstudie kann im Vergleich zur Vierten Deutschen
Mundgesundheitsstudie zwar eine abnehmende Pravalenz fir parodontale
Erkrankungen verzeichnet werden, aber dennoch wird ein vermehrter parodontaler
Behandlungsbedarf  prognostiziert (Cholmakow-Bodechtel et al., 2016).
Zuruckzufuhren ist dies auf den demografischen Wandels der deutschen

Bevolkerung (Cholmakow-Bodechtel et al., 2016).

Parodontopathien beschreiben eine Reihe chronisch entzindlicher Konditionen der
Gingiva, des Knochens und der Ligamente, welche den Zahn im Alveolarfortsatz
verankern (Kinane et al., 2017). Die Plaque-induzierte Gingivitis und die Parodontitis

weisen dabei die hochste Pravalenz in dieser Gruppe auf (Tatakis und Kumar, 2005).



Gingivitis, eine reversible entziindliche Reaktion der marginalen Gingiva, wird allen
voran mit der Anwesenheit von dentaler Plaque in Verbindung gebracht (Chapple et
al., 2018; Hellwig et al., 2010). Ausloser dafiir kbnnen eine Dysbiose oder eine
Uberreaktion des Immunsystem des Wirts auf die mikrobielle Anwesenheit sein
(Kinane et al., 2017): Die akkumulierte dentale Plaque hat das Potential direkten
Schaden an dem parodontalem Gewebe auszutiben (Chapple et al., 2018). Dies wird
beglnstigt durch einen Wandel der mikrobiellen Zusammensetzung des Biofilms,
weg von einer gram-positiven und Streptokokken-lastigen Flora, hin zu einem
wesentlich komplexeren und gram-negativen Biofilm (Page, 1986). Jedoch kdnnen
auch indirekte Mechanismen, welche abhéangig von der Initiation und Verbreitung der
entzindlichen Reaktionen im Gewebe des Wirtsorganismus selbst, zu Schaden
fuhren (Tatakis und Kumar, 2005). Durch eine Vielfalt von bakteriellen
Stoffwechselprodukten - Zytotoxine, Chemotaxine, Kollagenasen, Endotoxine,
Antigene - provoziert die langfristig bestehende supra- und spater subgingivale
Plaque eine vermehrte Exsudation von Sulkusflissigkeit und Migration von
Abwehrzellen, vor allem von neutrophilen Granulozyten (Schroeder, 1991). In
weiterer Folge besteht die Mdglichkeit des Auflockerns des Saumepithels innerhalb
der Zahnfleischtasche und Bakterien kdnnen leichter zwischen Zahn und Epithel ins
Gewebe eindringen (Wolf et al., 2012). Um die Lasion ist ein variabel grof3es Infiltrat,
welches mit langerem Bestehen immer mehr T-Lymphozyten, spater auch B-
Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen aufweist (Page, 1986). Ein solcher
etablierter Lasionstyp einer Gingivitis kann Uber Jahre hinweg unverandert bestehen
bleiben, ohne sich zu verschlechtern, oder sich zu einem aktiven und destruktiven
Krankheitsbild zu entwickeln (Schroeder, 1991).

Die moglichen Folgen einer sich verschlechternden parodontalen Erkrankung kénnen
sich als episodisch auftretenden Entziindungen mit Destruktion des bindegewebigen
Attachments bis hin zu einem Substanzverlust des Parodontiums (alveolarer
Knochenverlust)  darstellen  (Page, 1986). Klinische Beispiele dieser
Parodontopathien werden in Abbildung 2 und Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 2: Klinisches Bild einer plaqueinduzierten Gingivitis

Abbildung 3: Klinisches Bild einer Parodontitis
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Obwohl anfanglich davon ausgegangen wurde, dass Parodontopathien maf3geblich
mit der Plaguemenge zusammenhangen (unspezifische Plaquehypothese), wurde
dieser Ansatz mittlerweile verworfen. Heute geht man davon aus, dass vor allem die
mikrobielle Zusammensetzung und die Anwesenheit von bestimmten Spezies in der
Plague eine grof3e Rolle in der Entstehung von Parodontopathien spielen
(spezifische Plaquehypothese) (Tatakis und Kumar, 2005). Ebenso entscheidend fur
den Verlauf einer Parodontopathie ist das Immunsystem des Wirts. Die
Immunantwort stellt sich als komplexe Interaktion zwischen Abwehrzellen und den
Elementen der parodontalen Strukturen dar. Sie determiniert, ob die Reaktion auf
eine bestehende Plaqueakkumulation in einer marginalen Entzindung (Gingivitis)
oder einer Destruktion des dentalen Halteapparates (Parodontitis) resultiert (Tatakis
und Kumar, 2005). Generell ist jedoch zu bemerken, dass Gingivitis ein grof3er
Risikofaktor und eine Grundvoraussetzung fir Parodontitis ist (Chapple et al., 2018).

1.2  Mikrobielle Plague

Plaque oder Biofilm bezeichnet eine organisierte Struktur auf einer festen
Oberflache, bestehend aus einer extrazellularen Matrix, in welche bakterielle
Gemeinschaften eingebettet sind (Bowen et al., 2018). Sie stellt den Anfangspunkt
der Kariesentstehung und weiterer oraler Erkrankungen wie Gingivitis und
Parodontitis dar (Tatakis und Kumar, 2005; Wolf et al., 2012).

1.2.1 Plaqueentstehung

Die Entstehung einer reifen Plaque benétigt Zeit und Ressourcen und ist ein
mehrstufiger Kreislauf (Lin, 2017). Feste Oberflachen in der Mundhdhle werden
innerhalb von Sekunden von einer Pellikel Uberzogen. Die Pellikel ist ein dinner
Film, der durch selektive Adsorption von Speichelkomponenten wie Proteinen,
Kohlehydraten und Lipiden entsteht. Auf der Zahnoberflache leiten Speichelproteine
mit einer hohen Affinitdt zu Hydroxylapatit diesen Prozess, durch elektrostatische
Interaktion mit der Oberflache, ein. Histamin und Statherin z&hlen zu den ersten

Proteinen, die adsorbiert werden (Jensen et al., 1992). An der Schmelzoberflache
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wird diese selektive Adsorption durch Kalziumionen und einer Phosphatschicht
initiiert. Auf Grund diesen Wissens, kann auch bei restaurativen Materialien von einer
oberflachenspezifischen Proteinadsorption ausgegangen werden (Hannig und
Hannig, 2009). Nach einigen Minuten erweitern sich die Bestandteile der Pellikel und
sie beinhaltet Muzine, Amylasen, Lysozyme und Lactoferrine um nur einige Beispiele
zu nennen (Vacca Smith und Bowen, 2000). Dabei sollte auch betont werden, dass
sich die Eigenschaften der Pellikel - adsorbierte Menge, Formationsrate,
Viskoelastizitat, Saureresistenz und mechanische Stabilitdt - je nach Unterlage
veradndern (Aroonsang et al., 2014). So werden die Eigenschaften des
unterliegenden Materials durch die Pellikel weitergeleitet und haben Einfluss auf die
bakterielle Adhasion (Teughels et al., 2006). Ebenso verédndert die Pellikel die
physiochemischen Eigenschaften der Oberflache, auf welcher sie sich bildet
(Carpentier und Cerf, 1993).

Einerseits spielt die Pellikel eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Integritat des
Zahnes: auf Grund der semipermeablen Eigenschaften wird die Diffusion von Sauren
erschwert, gleichzeitig jedoch die Diffusion von Fluoriden, Calcium und Phosphaten
beglnstigt. So kann unter anderem die Re- und Demineralisation des Zahns und der
Feuchtigkeitshaushalt beeinflusst werden (Siqueira et al., 2012; Zahradnik et al.,
1977). Andererseits tragt die Pellikel aber auch mafRgeblich zur Adhasion von
Bakterien an die unterliegenden Oberflachen bei. Komponenten, wie Amylasen,
prolinreiche Proteine, Muzin MG 2 und Fribrinogen, fungieren als spezifische
Rezeptoren fur Bakterien (Hannig und Hannig, 2009).

Bis heute kann die Adhasion von Bakterien an feste Oberflachen in wassrigen
Milieus noch immer nicht in all ihren Einzelheiten und ihrer Komplexitat dargestellt
werden (Bos et al., 1999; Busscher et al., 2010). Heutiger Wissensstand ist ein
Konzept mit vier Stufen, welche im Folgenden genauer erlautert werden (Teughels et
al., 2006).

1. Transport zu der Oberflache

Bakterien gelangen auf unterschiedlichste Weise in die unmittelbare Nahe
einer Pellikel: durch die Brownsche Molekularbewegung, Sedimentation, mit

dem Flussigkeitsstrom oder durch aktive Bewegung (Palmer et al., 2007).
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2.

Initiale Adhasion

Das Stadium der initialen Adhéasion resultiert in einer schwachen und
reversiblen Adhéasion des Bakteriums, durch Interaktion mit der Oberflache ab
einem bestimmten Abstand (50 nm) (Quirynen und Bollen, 1995). Fur diese

physiochemische Interaktion gibt es zwei Annaherungen:

Der thermodynamische Ansatz basiert auf den Oberflachenenergien
(Surface Free Energy oder SFE) der beteiligten Oberflachen, vernachlassigt
jedoch die Rolle der elektrostatischen und biochemischen Interaktionen. Man
geht davon aus, dass fur einen direkten Kontakt, der Wasserfilm zwischen
Bakterium und Oberflache entfernt werden muss. Dies wird in Abbildung 4
dargestellt. Dabei kann die freie Energie der Adhasion AGadh berechnet
werden, wenn man davon ausgeht, dass die Grenzflache zwischen
Bakterium/Flussigkeit (ml) und Oberflache/Flussigkeit (sl) ersetzt wird durch
die Oberflache/Bakterium (sm) Grenzflache (Teughels et al, 2006).
Mathematisch stellt sich dies mit folgender Formel dar:

AGadnh = Ysm - Ysl - Yml

(Absolom et al., 1983; Bellon-Fontaine et al., 1990). Dabei wird jeweils die
freie Energie der Grenzflachen zwischen den interagierenden Oberflachen
betrachtet (Bos et al., 1999). Mit dieser Formel und der SFE der drei
beteiligten Komponenten kann man Vorhersagen treffen in welche Richtung
dieser Prozess ablaufen wird: je negativer AGadn, desto eher kann man davon

ausgehen dass eine Adhasion stattfinden wird (Absolom et al., 1983).
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Abbildung 4: Interaktion zwischen Bakterium und Substrat im Sinne des thermodynamischen
Ansatzes (Bos et al., 1999).

Schematische Darstellung der involvierten Oberflachenenergien (ysm, jsl, yml) in der
Adhésion von einem Mikroorganismus (M) zu einer Substratoberflache (S) innerhalb einer
flussigen Suspension (L).

Der DLVO Ansatz (benannt nach Derjaguin, Landau, Verweij und Overbeek)
betrachtet die Adhéasion von Bakterien zu einer Oberflache als eine Balance
zwischen anziehenden Lifschitz- van der Waals Kraften (Ga: wirken bereits ab
50 nm Abstand) und den abstof3enden elektrostatischen Kraften (Ge: wirken
erst bei kleinerem raumlichen Abstand) und deren Verlauf mit zunehmenden
Abstand (Bos et al., 1999). Die letztere der beiden Krafte entsteht in
Flissigkeiten: wegen der negativ geladenen Oberflache des Bakteriums und
des Substrats (hervorgerufen durch die Auflagerung der Pellikel), bildet sich
eine Schicht mit der entgegengesetzten Ladung und breitet sich um die
besagten Oberflachen aus (Stern-Doppelschicht). Nachdem beide
Oberflachen die gleiche Ladung aufweisen, wird die elektrostatische Kraft
naturgemafld abstoBend sein (Hannig und Hannig, 2009; Teughels et al.,
2006). Sobald diese beiden Doppelschichten miteinander Uberlappen, treten
elektrostatische Krafte auf. Die Distanz, ab welcher diese Interaktion
stattfindet, hangt von der Dicke der Doppelschichten ab, welche wiederum
abhangig ist von der ionischen Ladung der Oberflache und der ionischen

Konzentration der umgebenden Suspension. Bei einer grol3en ionischen Kraft
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sind die Doppelschichten klein und das Bakterium muss nadher an die
Oberflache, bevor eine elektrostatische Interaktion stattfindet (Quirynen und
Bollen, 1995).

Nach dem DLVO Ansatz wird postuliert: bei einem Abstand der grof3er ist als 1
nm, ergibt die Summe der beiden oben genannten Energien, die Interaktion
zwischen Bakterium und Oberflache (auch totale Gibbs Energie Gror genannt)
(Quirynen und Bollen, 1995):

Gror=Ga + Gr

Betrachtet man die totale Gibbs Energie im Verlauf des Abstandes zwischen
Bakterium und Oberflache, weisen die meisten Bakterien im Speichel - eine
Suspension mit mittelstarker ionischer Kraft - einen typischen Verlauf auf.
Dieser Verlauf wird in Abbildung 5 veranschaulicht. Ab einem Abstand von 5-
20 nm findet eine reversible Adhésion statt (Secondary Minimum) und nach
dem Uberwinden einer Barriere (B) durch abstoRende Krafte, kommt es zur
irreversiblen Adhasion (Primary Minimum) ab einer Distanz von < 2 nm
(Quirynen und Bollen, 1995; Teughels et al., 2006).
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Abbildung 5: Interaktion zwischen Oberflache und Bakterium im Sinne des DLVO Ansatzes
(Quirynen & Bollen, 1995).

Interaktion zwischen einer negativ geladenen Oberflache (T) und einem negativ geladenen
Bakterium (c) nach dem DLVO Ansatz. Die Gibbs Energie (Gror) wird in Relation zum
Abstand aus der Summation der van der Waals Kréfte (Ga) und die elektrostatischen Kréfte
(Ge) errechnet. In dieser Abbildung wurden Suspensionen mit drei verschiedenen ionischen
Kraften dargestellt: (L) niedrig, (M) mittel und (H) hoch. Elektrostatische Interaktionen treten
erst bei einer Uberlappung der Doppelschichten auf (t: Dicke der Stern-Doppelschichten).

Der extendierte DLVO Ansatz (XDLVO) etabliert von van Oss und Mitarbeitern
(1987) hat noch weitere Variablen eingefasst und betrachtete die bakterielle
Adhésion mit Hilfe von vier Kréften: Lifshitz-van der Waals, elektrostatische
Kréafte, Saure-Base-Reaktionen und Brownsche Molekularbewegung (van Oss
et al., 1987).

. Adhasion

Nach dem initialen Kontakt kann die Bindung zur Oberflache durch die
Produktion von Exopolysacchariden (Adhasine), welche mit Bestandteilen der
Oberflache komplexieren, und/oder durch rezeptorspezifischen Liganden auf
Pilli und Fibrillen, verfestigt werden. Diese Adhasion kann abhangig vom
Organismus und der Umgebung teils nur von einzelnen bestimmten
Adhasinen vermittelt werden (Dunne, 2002). Streptokokken und
Actinomyceten, die frihen Kolonisatoren, binden ganz bestimmte
Speichelmolekille. Besonders Streptococcus sanguis bindet an saure
prolinreiche Proteine und Rezeptoren, wie die a-Amylase und Salinsdure in
der Pellikel.

Dabei spielt die mikrobielle Erkennung von Rezeptoren auf der konditionierten
Oberflache eine betrachtliche Rolle (Whittaker et al., 1996). Diese ist teils so
spezifisch, dass Bakterien zu adsorbierten Proteinen binden, nicht jedoch,
wenn diese in Losung sind. Gibbons und Mitarbeiter konnten dies am Beispiel
von Actinomyces viscosus zeigen, welches Segmente von prolinreichen
Proteinen erst erkennen konnte, als diese zur Oberflache adsorbiert waren
(Gibbons et al., 1990). Dieser Prozess resultiert in einer Adhéasion, die in
Abwesenheit von physikalischen oder chemischen Interaktionen, irreversibel
ist (Dunne, 2002).
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4. Kolonisation

Nach einer initialen Latenzphase (lag phase), kommt es zu einem
exponentiellen Wachstum der Population, in Abhangigkeit zu den
physikalischen und chemischen Eigenschaften der Umgebung. In dieser
Phase nimmt die Wichtigkeit der oben genannten Faktoren der Adhasion ab
und der biologische Prozess dominiert (Garrett et al., 2008). Die adharenten
Bakterien kénnen nun die Aggregation von weiteren Bakterien fordern. Auf
Grund des Wissens, dass jeder Bakterienstamm spezifische Speichelmolekile
bindet, kann davon ausgegangen werden, dass jeder Stamm der frihen
Kolonisatoren von bestimmten Molekilen bedeckt ist. ldentische Zellen,
umgeben von den gleichen Speichelmolekilen, kénnen nun agglutinieren und
zu lokal erhohten Konzentrationen des gleichen Bakterienstamms fihren
(Whittaker et al., 1996). Solche Effekte konnen die Verflugbarkeit und
Anwesenheit von Speichelmolekilen fir spéatere Besiedler dramatisch
verandern und modulieren (Whittaker et al., 1996). Die Koaggregation kann
mittels Erkennung von bestimmten Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen
durch Adhésine stattfinden. Des Weiteren wurde festgestellt, dass eine
Beeinflussung der Adhasion von spateren Kolonisatoren durch eine
Veranderung der Virulenz des Biofilms durch bakterielle Proteine entstehen
kann. Beispielhaft dafur ist die Sekretion der Glycosyltransferase durch
Streptococcus mutans, fur welche angenommen wird die Adhéasion von
weiteren S. mutans und Candida albicans zu férdern (Siqueira et al., 2012).
Ebenso ist es manchen Bakterien moglich, wahrend der Koaggregation ihre
Genexpression zu modulieren, um so Proteine zu exprimieren welche die Zell-
zu-Zell Adhasion erleichtern (Jakubovics, 2015). Staphylococcus epidermidis
ist in der Lage polysaccharide intrazellulare Adhasine (PIA) zu produzieren,
welche eine essenzielle Rolle in der Zell-zu-Zell Adhasion und der daraus

folgenden Biofilmformation spielen (Dunne, 2002).
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1.2.2 Organisation der Bakterien als Plague

Adharente Bakterien kdnnen nun proliferieren und einen reifen Biofilm bilden. Die
Zusammensetzung dieser Plaque ist meist sehr charakteristisch und veréndert sich
mit zunehmendem Alter. Zu den Wegbereitern z&hlt man verschiedene
Streptokokken-Spezies, vor allem Streptococcus mitis und Streptococcus oralis,
sowie die Gattungen Actinomyces, Gemella und Veillonella. Erst nach 18 Stunden
verandert sich die Plaque und weist eine hohere Diversitat auf (Jakubovics, 2015).
Die zweiten Kolonisierer zeichnen sich meist dadurch aus, dass sie nicht an glatte
Oberflachen binden, sondern an bereits vorhandene Bakterien (Kolenbrander und
London, 1993). Studien haben gezeigt, dass nach 24 Stunden bereits 10’
Bakterienkolonien auf einer Flache von 0,024 cm? gefunden werden konnen (Nyvad
und Kilian, 1987). Die Anwesenheit einer reifen dentalen Plaque Uber einen langeren
Zeitraum hinweg, kann zur Selektion von starker acidogenen Bakterien fuihren. Diese
haben eine hohere Leistungsfahigkeit die zugefiihrten Kohlenhydrate in Saure
umzubauen und verstarken so die Demineralisation des Zahnschmelzes
(Jakubovics, 2015)

Hierbei muss betont werden, dass sich die Zusammensetzung der dentalen Plaque
stark unterscheiden kann, in Abhangigkeit von Nahrungsangebot, von der Umgebung
und vom Reifegrad (Park et al., 2015). Dieses Phanomen kann anhand einer
subgingivalen dentalen Plaque veranschaulicht werden, welche eine wichtige Rolle in
der Entstehung von Parodontopathien spielt: Die mikrobielle Zusammensetzung
einer subgingivalen dentalen Plaque zeichnet sich im Vergleich mit einer
supragingivalen Plaque durch eine hohere Anreicherung von obligat anaeroben
Mikroorganismen aus (Jakubovics, 2015). Dabei handelt es sich um Bakterien wie
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Filifactor
alocis, Treponema denticola und Fretibacterium spp. (Griffen et al., 2012). Ebenso
kann das Substrat, auf welchem sich der Biofilm bildet, starken Einfluss auf dessen
Eigenschaften nehmen (Auschill et al., 2002).
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1.2.3 Eigenschaften der Plaque

Das Auftreten von Mikroorganismen in Lebensgemeinschaften (Biofilm) ist keine
Seltenheit und kann ubiquitdr gefunden werden. Die wohl bekanntesten Beispiele im
medizinischen Bereich sind Biofilme entlang zentraler Venenkatheter, Blasenkatheter
und mechanischer Herzklappen (Donlan, 2001; Saint und Chenoweth, 2003). Diese
Biofilme stellen ein allgemeines Gesundheitsrisiko fur Personen mit Bedarf solcher
medizinischen Versorgungen dar: Einerseits ist es nahezu unmoglich
Mikroorganismen in Biofilmen durch antimikrobielle Medikamente zu behandeln,
andererseits kann ein Ablosen der Mikroorganismen von der Oberflache zu
Infektionen fihren (Donlan, 2001). Auch im zahnmedizinischen Bereich sind Biofilme,
welche sich an den Zahnoberflachen bilden, verantwortlich fir Erkrankungen in der
Mundhohle. Allen voran die oben bereits beschriebenen karidsen L&sionen und
Parodontopathien (Belibasakis et al.,, 2015). Artifizielle Oberflachen im Mund
schaffen zusétzliche Pradilektionsstellen, welche von Biofilmen besiedelt werden
kénnen. Im Hinblick auf Kompositrestaurationen, ist solch eine Akkumulation eines
Biofilms an und um Restaurationen, ein zentraler Grund fur das Versagen dieser
Versorgungen (Barbosa et al., 2012). Bei der Betrachtung von Biofilmen in
unmittelbarer Nahe zu dentalen Implantaten, wird die periimplantare Mukositis durch
eine Biofilm-induzierte Entzindung der weichen Mukosa um das Implantat
verursacht. Eine Progression der Entztindung kann zu einer allmahlichen Destruktion
des Knochens fiihren und sich als Periimplantitis &uf3ern (Belibasakis et al., 2015;
Berglundh et al., 2018).

Das haufige Auftreten von Biofilmen ist nicht Uberraschend, wenn man die Vorteile
fur Bakterien beachtet, welche das Leben in einer solchen komplexen Gemeinschatft
mit sich bringen (Dunne, 2002; Socransky und Haffajee, 2002). In einem Biofilm sind
Gruppen von Bakterien eingebettet in extrazellularen polymeren Substanzen (EPS).
Diese EPS bestehen nicht nur aus Exopolysacchariden, wie ursprtinglich vermutet,
sondern agieren als eine hydratisierte Struktur aus Polysacchariden, Proteinen,
Lipiden und extrazellularer DNA (Flemming et al., 2016). Durch die Anwesenheit von
EPS kann die Adh&sion von Bakterien an einer Oberflache wie auch an weiteren
Zellen vermittelt werden. Die EPS fordern die mechanische Stabilitat des Biofilms
und halten die interzellularen Abstdnde konstant. Somit werden Interaktionen, wie

horizontaler Gentransfer, metabolische Kooperation und Quorum sensing zwischen
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Zellen ermoglicht (Bowen et al., 2018; Lin, 2017). Quorum sensing ist ein Mittel der
chemischen Kommunikation unter Bakterien, abhangig von deren Zelldichte. Dabei
kénnen durch Veranderung der Genexpression, mechanische und enzymatische
Prozesse beeinflusst werden. Somit spielt Quorum sensing eine wichtige Rolle in der
Biofilmformation und der Erfassung der extrazellularen Umgebung von Bakterien
(Garrett et al., 2008; Renner und Weibel, 2011). Des Weiteren ermdglicht die Matrix
dem Biofilm Nahrstoffe aus der wassrigen Umgebung und dem Substrat, auf
welchem der Biofilm wéchst, einzulagern (Flemming et al., 2016). Bakterien,
eingebettet in EPS, haben gegentber planktonischen Bakterien eine 1000-mal
geringere Antibiotikaempfindlichkeit (Wolf et al., 2012). Verantwortlich daftr sind
neutralisierende Enzyme wie die p-Laktamase und IgA-Protease, die
diffusionsresistente Matrix und die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen in
Bakterien durch Mutationen und Weitergabe von Genen (Tatakis und Kumar, 2005).
Innerhalb des Biofilms agieren Bakterien nicht als einzelne Lebewesen, sondern
funktionieren als eine koordinierte, teils organisierte und vollkommen metabolisch
integrierte Gemeinschaft (Teughels et al., 2006). Beispielhaft dafur ist das obligat
anaerobe Bakterium Fusobacterium nucleatum: es besitzt die Eigenschaft an
sauerstofftolerante Bakterien binden zu kénnen und so als Bruckenglied fiir andere
anaerobe Bakterien zu fungieren, welche nicht mit sauerstofftoleranten Bakterien
aggregieren kénnen (Bradshaw et al., 1998). Durch eine komplexe dreidimensionale
Struktur der EPS, mit Poren, Licken und turméhnlichen Ausbuchtungen (Hope und
Wilson, 2003), herrschen innerhalb des Biofiims chemische Gradienten, lokale
Veranderungen der Diffusion und Unterschiede im Nahrungs- und
Sauerstoffangebot. So entstehen im Biofilm verschiedenste Bedingungen, um
wiederum einer groRen Anzahl an Bakterien den optimalen Lebensraum zu bieten
(Bowen et al., 2018; Lin, 2017). Folglich zeichnet sich der Biofilm auch durch eine
hohere metabolische Diversitat und Effizienz aus (Bowen et al., 2018).

1.2.4 Endphase der Biofilmentwicklung

In der stationaren Phase des Biofilms gleichen sich die Raten der Zellteilung und der
Zelluntergange an (Garrett et al., 2008). Nach dieser Reifung oder in

Stresssituationen (Nahrungsmangel, Hypoxie etc.) kann es zum geregelten Entlass
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von Bakterien kommen (Lin, 2017). Dieser Prozess wird initiiert durch intrazellular
exprimierten Regulatoren, welche die Mobilitat der Bakterien steigern und die
Produktion von Exopolysacchariden vermindern (McDougald et al., 2011). Auch
mittels eigens produzierter Enzyme, welche die zusammenhaltenden Polysaccharide
abbauen, konnen oberflachliche Bakterien aktiv befreit werden. Die nun geldsten
Bakterien sind wiederum in der Lage neue Oberflachen zu besiedeln (Garrett et al.,
2008).

1.3 Eigenschaften von dentalen Werkstoffen und deren Einfluss

auf die Akkumulation von Biofilmen auf deren Oberflachen

Die Adhasion von Bakterien an Oberflachen ist essenziell fur deren Uberleben.
Innerhalb der Mundhdhle ist die hohe Turnover-Rate des Epithels (drei Mal pro Tag)
ein hervorragender Mechanismus, um sich vor einer Akkumulation von Bakterien zu
schitzen (Song et al., 2015). Desquamationsfreie Oberflachen hingegen, wie Zahne,
Restaurationen, Prothesen oder Implantate, sind sehr anfallig gegeniber der
Formation von Biofilmen (Teughels et al., 2006). Die Vulnerabilitat von restaurativen
Materialien gegeniiber der Adhasion von Mikroorganismen ist von hodchster
Aussagekraft fur die Lebenserwartung der Restaurationen im oralen Milieu. Nach wie
vor ist die Entwicklung von Kompositen, welche negativ auf die Adhésion und
Kolonisation von Biofilmen wirken, ein aktuelles Thema in der Materialforschung

(Cazzaniga et al., 2015).

In diesem Abschnitt soll auf die Eigenschaften von dentalen Kompositen
eingegangen werden und insbesondere darauf, wie diese die Akkumulation von

Biofilmen auf ihrer Oberflache beeinflussen.

1.3.1 Oberflachenenergie

Die freie Oberflachenenergie (Surface Free Energie oder SFE) ist ein wichtiger
Parameter, um die Reaktivitat einer Oberflache zu beschreiben. Sie beschreibt die

gesamte Energie einer soliden Oberfliche, als ein Aquivalent zur
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Oberflachenspannung einer Flissigkeit (Cazzaniga et al., 2015). Sie wird definiert als
die Arbeit, die notig ist um die Flache einer Substanz um 1 cm? zu vergroRern (Ahn
et al., 2010). Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um die SFE messen zu
kbnnen. Eine sehr banale Methode, besteht darin Flissigkeiten, mit
unterschiedlichen Hydrophobien, auf die zu testende Oberflache aufzutragen und
den Kontaktwinkel zu messen. Dabei wurde angenommen, dass die SFE der
Oberflache aquivalent zu der Flissigkeit mit der hochsten SFE sei, welche die
gesamte Oberflache benetz (Cazzaniga et al., 2015). Daher wird in der Literatur die
Oberflachenenergie auch oft mit ,Hydrophobizitat® oder ,Benetzbarkeit* beschrieben,
wobei eine hohe SFE fir ein hydrophiles Material und eine niedrige SFE fir ein
hydrophobes Material spricht (Song et al., 2015). Diese Methode konnte jedoch nicht
wiederspiegeln, dass die gesamte SFE einer Oberflache von mehreren
verschiedenen molekularen Interaktionen abhéngig ist.

Den Einfluss der SFE eines Substrats auf die Adhésion von Bakterien in einer
Suspension konnte nun von Absolom und Mitarbeitern veranschaulicht werden
(graphische Darstellung in Abbildung 6). Beachtet wurden dabei die SFE eines
Bakteriums (yov), die SFE des Substrats (ysv) und die Oberflachenspannung der
umgebenden Suspension (yv) um so die Adh&sionskraft des Bakteriums zum
Substrat (AGadh) zu berechnen. Wenn die Oberflachenspannung der Suspension (yv)
groRer ist als die SFE des Bakteriums (ybv) wird die AGadh weniger negativ bei
steigender SFE des Substrats (ysv), was fur eine steigende Adhasion des Bakteriums
an das hydrophobe Substrat spricht. Verandert man die Parameter zu yiv < ybv, kann
von einem genau umgekehrten Effekt ausgegangen werden: eine starkere Adhasion

(AGadn) an ein hydrophiles Substrat (Absolom, 1988).
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Abbildung 6: Theoretische Kalkulation der Adhasionskraft eines Bakteriums an ein Substrat (Quirynen
& Bollen, 1995)

Ist die Oberflachenspannung der Suspension grof3er als sie SFE des Bakteriums (mw > )
(gestrichelte Linie), ist die Anziehungskraft des Bakteriums zum Substrat (4Gadn) gréRRer, je hoher die
SFE des Substrats () ist. Dies spricht flir eine héhere Wahrscheinlichkeit der Adh&sion zu einem
hydrophoben Material. Bei umgekehrten Parametern (v > m) (durchgehende Linie) kann das genau
gegenteilige Verhalten vorhergesagt werden: eine erhéhte Adh&sion zu hydrophilen Substraten.

Aus dieser mathematischen Berechnung konnten nun zwei Schlussfolgerungen

gezogen werden:

(i) Bakterielle Tendenzen der Oberflachenhydrophobizitat variieren unter den
verschiedenen Spezies. Bakterien mit einer niedrigen SFE binden bevorzugt
an Substrate mit einer niedrigen SFE, wobei Bakterien mit einer hohen SFE

bevorzugt an Substrate mit hoher SFE binden.

(i) Da die meisten oralen Bakterien eine hohe SFE (yov) haben und der Speichel
als Suspension eine relativ geringe Oberflachenspannung (yv) hat, wird die
Konstellation yv < ybv haufiger anzutreffen sein. Somit kénnte man davon
ausgehen, dass die Adhasion von Bakterien an Substrate mit einer héheren
SFE leichter ist (Quirynen und Bollen, 1995).

Die SFE wird vor allem mit der initialen Adhasion von Bakterien an Oberflachen
assoziiert, was dafurspricht, dass sich der Einfluss der SFE auf die mikrobielle

Kolonisation mit der Zeit verringert (Ahn et al., 2010).
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Phanomene, die in Bezug auf die freie Oberflachenenergie zuséatzlich Beachtung
finden, sind die Superhydrophobie und Superhydrophilie, mit welchen man die
Biofilmformation verhindern und selbstreinigende Oberflachen erhalten mochte
(Song et al., 2015). Der Ursprung fur solche Ansétze liegt in anderen Teilgebieten
der Naturwissenschaft: Lotusblatter sind tUberzogen von Wachsen mit einer sehr
geringen SFE und haben eine einzigartige Struktur aus verastelten Nanostrukturen
(100-200 nm), welche wiederum mit Mikrostrukturen (5-9 um) Ubersat sind. Durch
diese Architektur bleibt Luft in den winzigen Zwischenraumen gefangen und fuhrt
dazu, dass ein Wasserkontaktwinkel von 170° erreicht wird (Geissler et al., 2013).
Die Idee der Superhydrophilie beruht auf der Formation einer dichten Schicht aus
Wassermolekilen auf der Oberflache des Materials, um so die Interaktion zwischen
Bakterium und Oberflache zu erschweren und folglich die Adhasion zu verhindern
(Song et al., 2015).

1.3.2 Oberflachenrauheit

Neben anderen Oberflacheneigenschaften, welche die Adhéasion und die folgende
Biofilmformation beeinflussen, ist die Rauheit einer Oberflache (Surface Roughness
oder SR) ein wichtiger determinierender Faktor (Cazzaniga et al., 2015; Hannig und
Hannig, 2009). Es gibt viele Methoden, um die Rauheit einer Oberflache zu ermitteln.
Die am weitesten verbreitete, ist die mechanische Profilometrie mit Angabe der
Rauheit mittels des Parameters Ra (Abu-Bakr et al., 2001). Dieser entspricht dem
arithmetischen Mittel der Abweichungen von der Mittellinie (Webb et al., 2012).

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops konnte illustriert werden, dass die initiale
bakterielle  Kolonisation in  UnregelmaRigkeiten, Spalten, Rillen  oder
Abrasionsdefekten in der Zahnoberflache beginnt (Ono et al., 2007; Quirynen und
Bollen, 1995). Dies sind Orte an denen Bakterien von Scherkraften geschiitzt sind
und der Adhasionsprozess vom reversiblen ins irreversible Stadium ungestort
ablaufen kann (Eick et al., 2004). Dieser Effekt geht verloren an Stellen, an welchen
generell keine Scherkrafte auftreten, wie subgingivale Oberflachen von Zahnen und
Restaurationen (Cazzaniga et al, 2015). Zusatzlich schaffen solche

Unregelmaligkeiten eine OberflachenvergrofRerung und folglich gré3ere Areale an
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welchen Bakterien mit der Oberflache in Kontakt treten kénnen (Anselme et al.,
2010). Im Hinblick auf Komposite sollte nicht vergessen werden, dass auf Grund
ihrer komplexen Zusammensetzung - Fdullerpartikel, welche in eine Matrix
eingebettet sind — niemals eine komplett homogene Oberflache entstehen kann.
Veranderungen in der Matrix- oder Fullerzusammensetzung oder einfach nur die
Form und GroRRe der Filler kénnen zu einer Verdanderung der SR und/oder

Oberflachenchemie fiihren (lonescu et al., 2012).

In einer in vivo Studie durchgefuhrt von Quirynen und Mitarbeitern wurden
Teststreifen mit unterschiedlicher SFE und SR an Z&hnen von 16 Probanden
angebracht und die ungestérte Plaqueanlagerung tUber 6 Tage hinweg beobachtet.
Wie zu erwarten, waren nach der Beobachtungszeit, auf den rauen Streifen (Ra= 2,2
pm) eine statistisch signifikant groRere Mengen an Plaque angelagert als an den
glatten Streifen (Ra = 0,1 um). Es wurde beobachtet, dass die Differenz in den SFE
der Streifen nur nach 3 Tagen einen signifikanten Unterschied erweisen konnte.
Dieser Effekt war jedoch nach 6 Tagen nicht mehr signifikant. Daraus
schlussfolgerten Quirynen und Mitarbeiter, dass die SFE einen weitaus geringeren
Effekt als die SR, auf die Adh&sion und Biofilmfomation der Bakterien habe. Auffallig
war bei dieser Studie auch, dass die Plague auf den rauen Streifen ausgereifter war,
was sich durch weniger Kokken und gré3ere Mengen an stabférmigen Bakterien
zeigte (Quirynen et al., 1990). Dieses Phdnomen konnte in weiteren Studien bestatigt
werden, als rauere Oberflachen héhere Proportionen von Spirocheten, Stdbchen und

mobilen Organismen beherbergten (Bollen et al., 1997; Teughels et al., 2006).

In weiterfihrenden Untersuchungen konnte ein Schwellenwert von Ra = 0,2 um
festgelegt werden. Das bedeutet, dass trotz einer Reduktion der Oberflachenrauheit
unter Ra = 0,2 pum keine weitere Reduktion der Bakterienadh&sion erwartet werden
kann (Bollen et al., 1997). Somit stellt eine Oberflachenrauheit von Ra = 0,2 um das
Ziel fur die Oberflache von dentalen Materialien dar (Bollen et al., 1997; lonescu et
al., 2012). Dennoch sollte bedacht werden, dass die Adhéasion von Bakterien neben
der Oberflachenrauheit auch von Faktoren wie Grol3e, Form und Interaktionsfahigkeit
des Bakteriums abhéngig ist und so wohl keine universell optimale Rauheit fur die
Adhéasion von allen Bakterien in der Mundhoéhle festgelegt werden kann, sondern nur

eine Anndherung (Renner und Weibel, 2011).
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An dieser Stelle sollte auch erwéhnt werden, dass in der Mundhohle alle
desquamationsfreien Oberflachen von einer Pellikel, mit einer Dicke von 100 - 1000
nm, bedeckt sind (Siqueira et al.,, 2012). Die Anwesenheit der Pellikel kann die
physiochemischen Eigenschaften der Unterlage und so auch die Rauheit
beeinflussen (Teughels et al., 2006). Nichtsdestotrotz konnte festgestellt werden,
dass eine Pellikel die Charakteristika der Oberflache nicht vollig aufheben kann und
dass die positive Korrelation zwischen bakterieller Adhasion und Rauheit auch in
Anwesenheit der Pellikel bestehen bleibt (Carlen et al., 2001; Hannig und Hannig,
2009).

1.3.3 Topographie

In den letzten Jahren haben immer mehr Studien betont, dass die konventionelle
Definition der Rauheit, basierend auf der durchschnittichen Amplitude von Spitzen
und Téalern, nicht mehr suffizient ist, um die 3-dimensionale Struktur einer Oberflache
widerzuspiegeln. Erst der Abstand und das Profil der abweichenden Amplituden
kénnen ein korrektes Bild der Topographie (auch Oberflachenbeschaffenheit)
beschreiben (Siegismund et al., 2014). Dies wurde vermehrt hervorgehoben, da die
Topographie einer Oberflache die Adhasion von Bakterien férdern oder vermindern
kann (Renner und Weibel, 2011). Besonders aufféllig ist, dass Veranderungen der
Oberflache nicht nur im Nanobereich (welche bei der Rauheit beachtet wird),
sondern auch im Mikrobereich grof3e Auswirkung zeigen. So kann eine héhere
Mikrorauheit zu einer erschwerten Adhasion fuhren (Siegismund et al., 2014).
Hervorragende Beispiele, welche dieses Phanomen aufweisen, kénnen wieder in der
Natur gefunden werden: Untersuchungen an der Haut von Haien haben gezeigt,
dass sie die Eigenschaft besitzt die Adhasion beziehungsweise das Wachstum von
Mikroorganismen zu verhindern. Dies ist auf die einzigartige Struktur der Schuppen
(Placoidschuppen oder dermale Dentikel), angeordnet in einem Diamantmuster,
zuruckzufihren. Sie haben eine gerippte Oberflache, mit definierter Hoéhe und
Abstand der erhabenen Leisten, welche zu einer erschwerten Adh&sion von
Bakterien fuhrt. Zusatzlich wird der Wasserwiderstand herabgesetzt und
Mikroorganismen konnen durch den schnellen Wasserstrom von der Oberflache

gel6st werden (Bixler und Bhushan, 2012). Dies inspirierte die Herstellung von
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Sharklet AF™: Polydimethylsiloxan (PDMS) mit einem definierten Oberflachenmuster
(Leisten mit 2 um Breite, 3 um Hohe, variierender Lange und Abstdnden von 2 um)
welches im Vergleich zu glatten PDMS die Formation von Biofilmen mindert
(Scardino und de Nys, 2011). Besonders in der  Schifffahrt,
Wasseraufbereitungsanlagen und Wasserkraftwerken, wird versucht diese
Technologie anzuwenden (Kuliasha et al., 2017). Erste Ideen solche topografische
Strukturen auch in medizinischen Implantaten zu integrieren wurden bereits gedulR3ert
(Chung et al.,, 2007). Leider konnte diese Technologie jedoch noch nicht auf
restaurative Fillungsmaterialien in der Zahnmedizin tGbertragen werden (Cazzaniga
et al., 2015).

Ein weiterer Ansatzpunkt fur topographische Gestaltungen von Oberflachen ist das
Erreichen der Superhydrophobie, wie bereits oben am Beispiel des Lotusblattes
erlautert (Geissler et al., 2013).

1.3.4 Oberflachenladung

Seit geraumer Zeit ist bekannt, dass die Ladung zweier in Kontakt tretender
Oberflachen eine determinierende Kraft in der initialen Adh&sion und
darauffolgenden Formation eines Biofilms ist (genauere Beschreibung in Kapitel
1.2.1) (Song et al., 2015). Da die direkte Ladung einer Oberflache schwierig zu
messen ist, wird diese Interaktion oft durch das Zeta-Potential — abgeleitet von der
elektrophoretischen Mobilitdt — charakterisiert (Soni et al., 2008). Dabei weisen die
meisten Bakterien ein negatives Zeta-Potential auf. Folglich sind allgemein
gesprochen, positiv geladene Oberflachen anféllig fur die Adh&sion von Bakterien
und negativ geladene Oberflachen resistenter dagegen (Katsikogianni und Missirlis,
2010).

Ein spezielles Phanomen konnte anhand von positiv geladenen quartidren
Ammoniumverbindungen festgestellt werden, welche antimikrobielle Eigenschaften
aufweisen. Dabei wird vermutet, dass deren extrem hohe elektrostatische Krafte die
Entfernung von anionischen Lipiden aus der Bakterienmembran ermdglichen und

diese somit zerstort (Campoccia et al., 2013).
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Dass die Oberflachenladung auch eine langfristige Wirkung auf die Formation des
Biofilms hat, konnte in einer Studie von Rzhepishevska und Mitarbeitern gezeigt
werden: Es wurden Pseudomonas aeruginosa Biofilme einerseits auf einer negativ
geladenen Oberflache (poly (3-sulphopropyl methacrylate) oder SPM) und
andererseits und auf einer positiv geladenen Oberflache (poly(2-(methacryloyloxy)-
ethyl trimethyl ammonium chloride) oder METAC) gezichtet und miteinander
verglichen. Dabei stellte man fest, dass der Biofilm auf der negativ geladenen
Oberflache eine pilzférmige Struktur aufwies und hdéhere Mengen an bis-(3’,5’)-di-
Guanosinmonophosphats (zyklisches di-GMP oder c-di-GMP) enthielt. Diese hohen
c-di-GMP Levels fuhren zu einer geringeren Motilitdt und fordern die Produktion von
Adhesin CdrA und extrazellularen Polysacchariden Pel. Wéahrenddessen wies der
Biofilm auf der positiv geladenen Oberflache eine flache und relativ einheitliche
Struktur auf. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde angenommen dass P.
aeruginosa in der Lage ist, Zelleigenschaften zu adaptieren um besser auf negativ
geladenen Oberflachen Uberleben zu kénnen (Rzhepishevska et al., 2013). Diese
Studie verstarkt das Bewusstsein, dass nicht alleine Kenntnisse Uber materielle
Eigenschaften zu korrekten Vorhersagen in der bakteriellen Adhasion fuhren kénnen.
Die bakteriellen Eigenschaften und Adaptationsmechanismen durfen keinesfalls

aulRer Acht gelassen werden.

Auch bei der Betrachtung der Oberflachenladung darf die Anwesenheit der Pellikel
nicht vernachlassigt werden. Bei einer in vitro Untersuchung von Titan konnte gezeigt
werden, dass Bestandteile des adsorbierten Films dazu fuihrten, dass Kalziumionen
gebunden wurden, welche wiederum die Adhésion von Streptococcus mutans und
Fusobacterium nucleatum vermittelten. Dies ist jedoch nur ein Beispiel aus vielen
verschiedenen Interaktionen, welche zwischen adsorbierten Komponenten an
Oberflachen und Bakterien stattfinden kénnen. Zu grof3en Teilen sind diese
gegenseitigen Wechselwirkungen jedoch noch unerforscht (Badihi Hauslich et al.,
2013).
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1.3.5 E-Modul

Der Einfluss des E-Moduls auf die bakterielle Adhasion ist nach wie vor einer der am
wenigsten erforschten Mechanismen (Song et al., 2015). Der E-Modul beschreibt das
proportionale Verhalten zwischen Spannung (o) und Dehnung (g) eines festen
Stoffes bei Verformung. Er ist der Proportionalitatsfaktor im Hookschen Gesetz
(E=ol/¢), beschreibt die Steifigkeit eines Stoffes und tragt die Einheit E = N/mm? = Pa
(Eichner und Kappert, 2005). Eine Studie von Lichter und Mitarbeitern hat die
Adhasion von Staphylococcus epidermidis auf Polyelektrolyt-Mulitlayern (PEM) mit
unterschiedlichen E-Modulen (E ~ 1 MPa und E ~ 100 MPa) untersucht. Dabei stellte
sich heraus, dass bereits nach zwei Stunden (und ebenfalls bei einer zweiten
Messung nach 24 Stunden) die durchschnittliche Koloniedichte auf dem Material mit
der hoheren Steifigkeit, weitaus grof3er war. Gleichzeitig waren die Kolonien auf dem
steiferen Material jedoch kleiner. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlussfolgert,
dass die Steifigkeit eines Materials vor allem die initiale Adh&sion von Bakterien
beeinflusst, das darauffolgende Wachstum jedoch durch ein geringeres Platz- und

Nahrungsangebot limitiert wird (Lichter et al., 2008).

Dies konnte von Saha und Mitarbeitern ebenfalls dokumentiert werden: die hier
verwendeten Bakterien Lactobacillus lactis und Escherichia coli wiesen ebenfalls
héhere Koloniemengen auf steiferen Materialien auf. Auch das Wachstum von E. coli
war auf Materialien mit einem niedrigeren E-Modul schneller. L. lactis wurde im
Wachstum jedoch nicht signifikant durch die unterschiedliche Steifigkeit der
Materialien beeinflusst. Es wurde angenommen, dass das unterschiedliche
Wachstum auf die variierende Komposition und Struktur der Zellwande der beiden
Bakterien zurtckzufuhren war (Saha et al., 2013). Song und Ren haben bei
genaueren Untersuchungen jedoch festgestellt, dass die Adhasion, das Wachstum,
die GrofRe und die Anfalligkeit gegenuiber Antibiotika von E. coli und P. aeruginosa
auf Materialien mit hoherer Steifigkeit geringer sind. Die Abweichungen zu
vorangegangenen Studien, begrindeten die Autoren mit Unterschieden im
Versuchsaufbau: Allen voran ist das von ihnen verwendete Substrat PDMS im
Gegensatz zu den davor verwendeten Materialien hydrophob und nicht hydrophil.
Weiters weist es eine unterschiedliche Oberflachenladung auf und letztlich wurde der

Versuch mit anderen Bakterienarten durchgeftihrt. Es wurde auch betont, dass viele
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Materialeigenschaften die Adhéasion von Bakterien beeinflussen und daher
strengstens darauf zu achten sei, andere Eigenschaften zu separieren um einen

spezifischen Parameter untersuchen zu kénnen (Song und Ren, 2014).

Generell sollte angemerkt werden, dass der grundlegende Mechanismus, durch
welchen der E-Modul die Adh&sion von Bakterien beeinflusst, an sich noch relativ
unerforscht ist. Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass der E-Modul eines
Materials die Adhasion und Physiologie von Mikroorganismen beeinflussen kann
(Lichter et al., 2008; Saha et al., 2013; Song et al., 2015).

1.3.6 Chemische Zusammensetzung

Die meisten Komposite haben einen ahnlichen Aufbau. Sie bestehen aus
anorganischen Fullern, einer organischen Matrix und einem Haftvermittler, welcher
diese beiden Phasen vereint. Alleine daraus kann man schon schlie3en, dass kein
Komposit eine homogene Oberflache aufweist, sich aber mit topografischen und
chemischen Differenzen innerhalb eines Materials prasentiert (Cazzaniga et al.,
2015). Schon durch die Variation der chemischen Zusammensetzung von Matrix
oder Fdllern, wie es zwischen vielen Marken von Kompositen dblich ist, kann die
Adhasion von Bakterien beeinflusst werden (Brambilla et al., 2005; lonescu et al.,
2012).

Dabei konnte ein Versuch zeigen, dass die chemische Zusammensetzung
unterschiedliche Auswirkungen haben kann, in Abhangigkeit zu den getesteten
Mikroorganismen. Es wurde die Biofiimformation, in Abhangigkeit zur
Matrixzusammensetzung und Fulleranteil, einerseits mit Streptococcus mutans und
andererseits mit einem Multi-Spezies-Biofilm getestet. Dabei stellte sich heraus, dass
der Fulleranteil einen weitaus grof3eren Einfluss auf S. mutans hatte als die
chemische Zusammensetzung der Matrix. Gegenteilig dazu hatte beim Multi-
Spezies-Biofilm die Matrixzusammensetzung eine signifikante Auswirkung auf die

Formation des Biofilms (lonescu et al., 2015).

Neben der Zusammensetzung eines Komposits konnte auch noch zwischen der

Polymerisationszeit und der bakteriellen Adhasion ein Zusammenhang erkannt
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werden. Eine langere Polymerisationszeit fuhrt dabei zu einer verminderten
Biofilmformation auf der Restauration. Dies kann zurtickgefuhrt werden auf den
verringerten Gehalt von unpolymerisierten Monomeren (Brambilla et al., 2009).
Versuche zeigten, dass durch eine kurze Polymerisationszeit vermehrt Monomere
wie Bis-GMA, UDMA und TEGDMA, in der oberflachlichen Schicht von Kompositen
verblieben, in Losung gingen und mit dem aufliegenden Biofilm wechselwirken
konnten (Brambilla et al., 2005). Die genauere Auswirkung solcher Inhaltsstoffe auf

die dentale Plaque wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

Beim Betrachten der chemischen Zusammensetzung wird auch immer wieder die
Politur betont. Durch die Politur einer Flllung, wird die oberste matrixreiche Schicht
entfernt. Dies resultiert in einer Oberflache, welche sich physisch und chemisch von
ihrem unpolierten Gegenstiick abhebt (de Oliveira et al., 2012). Dabei kommt es zu
einer Verbesserung der Rauheit, der Mikroharte und der Fillerexposition (Cazzaniga
et al., 2015). Ebenso konnte festgestellt werden, dass polierte Oberflachen, aufgrund
ihrer modifizierten chemischen Komposition, mit einer geringeren SFE einhergehen
(lonescu et al., 2012). Dennoch sollte bedacht werden dass nicht alle Komposite
alleine durch die Politur die gleiche Resistenz gegenuber der Formation von
Biofilmen haben (Ono et al., 2007).

1.4 Interaktionen zwischen Oberflachen und der aufliegenden

Plaque

Wie bereits oben erwahnt, wird eine Sekundarkaries als haufigster Grund fur das
Versagen von direkten Fullungsmaterialien angegeben, wobei die Akkumulation von
Biofilm um die Restauration eine malRgebende Rolle spielt (Barbosa et al., 2012).
Diese Problematik kann jedoch nicht auf einen einzigen Faktor reduziert werden.
Eine Vielzahl von Faktoren begunstigt die Akkumulation von Biofilmen an dentalen
Restaurationen, wie Lokalisation, marginale Spaltbildung an Restaurationen oder
dentale Materialien, welche die Aktivitdt und das Wachstum von Biofilmen férdern
(Auschill et al., 2002; Hollanders et al., 2018; Pinna et al., 2017). In den letzten
Jahren wurde deshalb in der Wissenschaft immer mehr Augenmerk auf die

Interaktion zwischen Biofilmen und deren Umgebungen, also dentalen
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Fullungsmaterialien, gelegt. Man wollte die Bedeutung dieses dynamischen Systems

hervorheben und besser verstehen (Lin, 2017).

Es ist bekannt, dass verschiedene dentale Fullungsmaterialien, aufgrund ihrer
unterschiedlichen Materialeigenschaften, den Biofilm auf verschiedenste Weise
beeinflussen (Augthun und Brauner, 1988; Geurtsen, 1998). Darunter kann die
,Vitalitat®, also die metabolische Aktivitat eines Biofilms, sowie die Dicke und das
Ausmalfd der Oberflache, welche vom Biofilm bedeckt wird, stark beeinflusst werden
(Auschill et al.,, 2002). Gewisse Glasionomerzemente (GlZ) hemmen durch
Fluoridfreisetzung das Wachstum von Biofilmen an deren Oberflache. Auf
Amalgamrestaurationen findet man typischerweise einen breiten Biofilm, welcher
jedoch durch freigesetzte lonen eine sehr geringe metabolische Aktivitat aufweist
(Busscher et al., 2010; Friedl et al., 1997). Komposite jedoch, haben sich als
problematisch erwiesen, da Biofilme auf ihnen ein schnelleres Wachstum und eine
héhere Vitalitat aufweisen (Auschill et al., 2002; Beyth et al., 2008)

Ein Merkmal, durch welches sich Komposite von den ubrigen Materialien abheben,
sind deren Inhaltsstoffe. Eben diese sind auch ein Grund fur deren problematische
Wirkung auf Biofilme. Dabei handelt es sich vor allem um Restmonomere, aber auch
Photoinitiatoren und andere Inhaltsstoffe, welche Einfluss auf den Biofilm nehmen
kénnen, wenn sie aus Fullungen herausgelost werden (Hansel et al., 1998). In
Abhangigkeit von Zusammensetzung und Konversionsrate, welche bekanntlich nie
vollstandig ist, kbnnen nach dem Legen einer Fillung Bestandteile (z.B. TEGDMA
und BisGMA) in die Mundhohle freigesetzt werden (Hansel et al., 1998; Hellwig et al.,
2010). Auch das orale Milieu beeinflusst dentale Fullungsmaterialien. Alleine durch
hydrolytische Degeneration kénnen Substanzen aus Kompositen eluiert werden:
circa 5 bis 10% der ,ungebundenen® Monomere kdnnen durch Wasser aus einer
Fullung geldst werden (Hansel et al., 1998). Des Weiteren katalysieren Enzyme aus
dem Speichel die Hydrolyse von freien Estergruppen in den Kunststoffen. So kbnnen
aus Kunststoffen organische Gruppen gelost werden (beispielhaft dafir ist die
Losung von MAA, Bis-HPPP und TEG aus den Kunststoffen BisGMA und TEGDMA)
(Singh et al.,, 2009). Die Enzyme die am starksten mit der Hydrolyse von
Kunststoffen (aber auch Adhéasiven) assoziiert werden, sind Esterasen, die in

Gingivaepithel und Speicheldriisen gebildet werden (Bourbia und Finer, 2018).
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Jene Inhaltsstoffe, die nun aus den Restaurationen herausgelost werden, konnen
einen malf3geblichen Einfluss auf den Biofilm nehmen (Auschill et al., 2002). Eine
Studie durchgefuhrt von Singh und Mitarbeitern, veranschaulicht, dass ausgeloste
Inhaltsstoffe aus TEGDMA und EGDMA das Wachstum von Lactobacillus
acidophilus und Streptococcus sobrinus fordern. Die dafir verantwortlichen Eluate
wurden als Triethylenglycol (TEG) und Methacrylsdure (MAA) identifiziert (Singh et
al., 2009). Die von Khalichi und Mitarbeitern durchgefiihrten Versuche konnten zwei
Effekte zeigen, welche TEG auf die Genexpression von Bakterien haben. In
Streptococcus mutans wurde eine veranderte Expression der Glycosyltransferase B
festgestellt (Khalichi et al., 2009). Die Glycosyltransferase B ist eine der drei
Glycosyltransferasen in Streptococcus mutans, welche Saccharose zu wasser-
unldslichen Polysacchariden modifiziert. Diese sind ein essenzieller Bestandteil der
umliegenden Matrix, welche die Adh&sion von weiteren Zellen und zu glatten
Oberflachen férdert und synthetisierte Sauren in unmittelbarer Nahe der Oberflache
halten (Matsumoto-Nakano, 2018; Tsumori und Kuramitsu, 1997). Im Vergleich dazu
konnten Kawai und Tsuchitani zwar keine veranderte Genexpression, jedoch eine
erhohte enzymatische Aktivitdt der Glycosyltransferase in Streptococcus sobrinus,
nach Exposition zu TEGDMA und Diglycidylmethacrylat, feststellen (Kawai und
Tsuchitani, 2000). Der zweite Effekt, anschaulich gemacht durch die Studie von
Khalichi und Mitarbeitern, war eine Veranderung im yfiVv Gen in Streptococcus
mutans, von welchem angenommen wird, dass es in der Fettsduresynthese der
Membran eine Rolle zu spielet und somit die Uberlebenschancen in sauren Milieus
erhoht (Khalichi et al., 2009).

Die Interaktion zwischen Plaque und Substrat, ist jedoch keine einseitige
Beeinflussung. Ebenso wie dentale Materialien den Biofilm beeinflussen kénnen, hat
die Plaque eine Wirkung auf ihre Unterlage. Die Kolonisation von Kunststoffen mit
Mikroorganismen, fuhrt zu schnellerer Degeneration und zum Abbau des Materials.
Dies spiegelt sich wider in einer erhdhten Oberflachenrauigkeit, einer verénderten
Fullerpartikelfreilegung und manchmal in einer verminderten Mikroharte (Busscher et
al., 2010). Ein groRes Augenmerk wurde in der Forschung auf Streptococcus mutans
gelegt, welcher so hohe Esteraseaktivitaten aufweist, dass eine hydrolytische
Degeneration von Kunststoffen mdglich ist und Inhaltsstoffe aus dem

Fullungsmaterial gelost werden kénnen (Bourbia und Finer, 2018). Diese eluierten
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Inhaltsstoffe kdnnen, wie bereits oben beschrieben, das Wachstum oder die Virulenz
der aufliegenden dentalen Plaque beeinflussen (Kawai und Tsuchitani, 2000;
Khalichi et al., 2009; Singh et al., 2009). Somit wird die bakterieninduzierte
Degeneration der Substrate wiederum verstarkt (Bourbia und Finer, 2018).

Eine von Beyth und Mitarbeitern (2008) durchgefiihrte Studie untersuchte unter
anderem die Veranderung der Oberflachenrauheit von drei Kunststoffen nach einer
ein-monatigen Exposition gegeniber Streptococcus mutans. Dabei zeigten
Kunststoffe mit einer Fullergrél3e von 0,04 pm bis 0,2 pm, eine gesteigerte
Oberflachenrauigkeit von 10 nm bis 40 nm. Basierend auf den Dimensionen der
Rauigkeit, konnte davon ausgegangen werden, dass Fullerpartikel aus dem
Kunststoff geldst wurden. Bei den Kunststoffen mit groReren Fullerpartikeln wurde
ein nicht so gravierender Anstieg in der Oberflachenrauigkeit festgestellt. Beyth und
Mitarbeiter schussfolgern, dass es durch eine Exposition von Kunststoffen
gegenuber Bakterien zu einer Veranderung der Oberflache des Materials im
Nanometerbereich kommt. Somit wird wiederum die weitere Adh&asion von Bakterien
gefordert und ein ,Teufelskreis“ entstehe, welcher langfristig zum Versagen einer
Fullung fihren kénne (Beyth et al., 2008).

An dieser Stelle sollte jedoch betont werden, dass der Abbau und Alterungsprozess
von dentalen Fullungsmaterialien ein langwieriger und komplexer Prozess ist, an
welchem weitaus mehr Faktoren als nur die Interaktion zwischen Biofilm und
Material, eine Rolle spielen (Barbosa et al.,, 2012). Da diese aber nicht ein
Hauptaugenmerk dieser Arbeit darstellen sollen, werden sie nur in Kirze und aus

Vollstandigkeitsgrinden angefuhrt:

Wie bereits oben genauer ausgefiihrt wurde, kommt es im oralen Milieu zu
Degenerationen durch hydrolytische Prozesse und enzymatischen Abbau durch
nattrliche Speichelbestandteile (Hansel et al., 1998; Singh et al., 2009). Zusatzlicher
Verschlei3 und Erosion finden wahrend der Lebenszeit einer Fullung durch
Essenszufuhr, Kauen, Einnahme von sauren Lebensmitteln und
Temperaturschwankungen statt (Busscher et al., 2010; Oilo, 1992). Eine weitere
Eigenschaft, die seit jeher eine  Problematik darstellt, ist die
Polymerisationsschrumpfung. Die Polymerisation eines Komposits fuhrt zu einer

Umsetzung der schwachen van der Waals Krafte zu kovalenten Bindungen und
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somit zur Approximierung der Monomere. Diese Volumenschrumpfung innerhalb
einer Kavitat kann zu Spannungen und marginalen Spalten fihren, mit einer Reihe
von moglichen Folgeerscheinungen, wie De-Bonding, postoperative Hypersensitivitat
und Microleakage (Meereis et al., 2018). Besonders entlang solcher marginalen
Spalten hat sich Streptococcus mutans als einer der ersten Besiedler erwiesen (Kidd
und Beighton, 1996).

Trotz vieler Studien, lasst das heutige Wissen bezuglich der Degeneration von
dentalen Materialien durch Biofilme, der Akkumulation von Biofilmen auf dentalen
Materialien, der Interaktion dieser beiden Komponenten und deren Folgen noch

einiges zu winschen Ubrig (Barbosa et al., 2012).
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2 Fragestellung und Studienziele

Auf Grund grolRer asthetischer Vorteile gegentuber Amalgam, wurde der Gebrauch
von Kompositen und Compomeren immer beliebter. Uber Jahre hinweg haben sich
diese dentalen Werkstoffe als bewahrtes direktes Fullungsmaterial in der

restaurativen Zahnheilkunde etabliert (Ferracane, 2017).

Definiert man jedoch den Erfolg eines Fuillungsmaterials, mit dessen
Uberlebensdauer in der Mundhohle (Abu-Bakr et al., 2001), so kann man langfristig
auch mit Kompositen und Compomeren nicht immer einen Erfolg garantieren. Dabei
wird von Behandlern die Sekundarkaries als haufigster Grund fur den Austausch
einer Kompositfullung genannt (Astvaldsdottir et al., 2015). Ein weiteres Problem ist
die Irritation und Entzindung der umliegenden Gingiva durch die verstarkte
Akkumulation von Plague entlang gealterten Kompositfullungen (van Dijken und
Sjostrom, 1995). Neben dem Verlangen nach besseren Materialeigenschaften in
Bezug auf die Adhé&sion und Kolonisation von Bakterien, werden auch Optimierungen
in der Asthetik und der Verarbeitung gefordert. Im Bestreben diesen Forderungen

nachzukommen, gibt es fortlaufend neue Materialien auf dem Markt.

Das Ziel dieser Studie ist der Vergleich der bakteriellen Adh&sion von verschiedenen
Bakterienstammen zu direkten Fillungsmaterialien. Es wird angenommen, dass auf
Grund der vielen materialbedingten Eigenschaften, welche die Adhasion und die
anschlieBende Formation von Plaque beeinflussen, und der spezifischen Adhasions-
und Kolonisationsmechanismen von Bakterien, ein Unterschied in den

Plaqueretentionsraten zu beobachten sei.

In dieser in-vitro Studie werden die Mengen an adharenten Bakterien von drei
verschiedenen Stammen auf sechs Kompositen und einem Compomer untersucht
und miteinander verglichen. Durch das Hervorheben mdglicher Unterschiede der
Plagueretention von verschiedenen Bakterien, soll das Verstandnis des komplexen
Adhéasionsverhaltens von Bakterien an unterschiedlichen Oberflachen erweitert

werden.
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3 Material und Methode

3.1 Herstellung der Probenkorper

In dieser Arbeit wurden sechs verschiedene Komposite und ein Compomer
verwendet. Einen Uberblick tber die verwendeten Materialien und deren Hersteller
bietet Tabelle 1.

Material Lot-Nummer Hersteller

Capo Bulk Fill L.2017001143 Schitz Dental GmbH
(Rosbach, Deutschland)

Capo Slow Flow L.2016008833 Schitz Dental GmbH
(Rosbach, Deutschland)

Tetric EvoCeram L.vV06397 Ivoclar Vivadent AG
(Schaan, Liechtenstein)

Tetric EvoFlow L.Ww10888 Ivoclar Vivadent AG
(Schaan, Liechtenstein)

Dyract eXtra L.1709000662 Dentsply Sirona
(Charlotte, USA)

SDR flow+ L.D2071 Dentsply Sirona
(Charlotte, USA)

NanoPaq L.2015005205 Schutz Dental GmbH

(Rosbach, Deutschland)

Tabelle 1: Verwendete Materialien

Bei der Herstellung der Probenkdrper wurde darauf geachtet, dass der
Herstellungsprozess, der klinischen Situation des Legens einer Fullung am Patienten
gleicht. FUr jedes Material wurden fiinf Probenkdrper, in Form von kleinen Plattchen
(5,7 mm Durchmesser und 2,3 mm Ho6he), hergestellt. Diese sind in Abbildung 7

schematisch dargestellt.
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5,7 mm

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Probenkérper

Um von allen Materialien identische Probenkdrper herzustellen, wurde eine Form aus
Aquasil Hard Putty (Densply Sirona, Charlotte, USA) hergestellt, vergleichbar mit
einer Kavitat nach Kariesexkavation. Die Werkstoffe wurden direkt in die Silikonform
injiziert, mit einem Kugelstopfer adaptiert und mittels Mini LED Lichthartegerat
(Acteon/Satelec, Mérigac, Frankreich) bei einer Leistung von > 800 mW/cm? im
Abstand von 2 mm zur Oberflache, lichtgehartet. In diesen Schritten wurde darauf
geachtet, die Materialien streng nach Herstellerangaben zu verarbeiten, um die
bestmoglichen Materialeigenschaften zu erlangen. Dies beinhaltete das Einhalten
der maximalen Schichtstarke und der Mindest-Polymerisationszeit. Diese Werte
wurden den Gebrauchsanweisungen der jeweiligen Hersteller entnommen und sind

in Tabelle 2 aufgefihrt.

Material Maximalschichtstarke Polymerisationsdauer
Capo Bulk Fill 4 mm 40 s
Capo Slow Flow 2mm 40 s
Tetric EvoCeram 2mm 20s
Tetric EvoFlow 2mm 20s
Dyract eXtra 2 mm 10 s
SDR flow+ 4 mm 40 s
NanoPaq 2 mm 40 s

Tabelle 2: Maximalschichtstarken und Polymerisationsdauer jeweiliger Materialien

39



Die weitere Verarbeitung und Politur wurden bei allen Materialien identisch
durchgefiihrt und an die gebrauchlichsten klinischen Arbeitsschritte unter Zahnarzten
angepasst. Die Entfernung von Uberschiissen und die grobe Ausarbeitung erfolgten
bei 15.000 U/min und unter Wasserkuhlung. Die Politur wurde in zwei Schritten
durchgefuhrt, mit Silikonpolierern (Acurata, Thurmansbang, Deutschland) bei 8000
U/min und Wasserkihlung. Diese Silikonpolierer sind in Abbildung 8 dargestellt. Alle
beschriebenen Arbeitsschritte fanden bei Raumtemperatur (23,5 + 2 °C) statt. Bis zur
weiteren Verwendung wurden alle Probenkdrper in sterilem Wasser (Fresenius Kabi,

Bad Homburg von der Hohe, Deutschland) gelagert.

'

Abbildung 8: Silikonpolierer

Eine Auflistung der Zusammensetzung und Inhaltsstoffe aller verwendeten
Materialien wird in Tabelle 3 gegeben. Die technischen Eigenschaften der
verwendeten Materialien konnen Tabelle 4 entnommen werden. Alle Angaben
basieren auf Informationen bereitgestellt durch Gebrauchsanweisungen und

Sicherheitsdatenblatter der jeweiligen Hersteller.

Material Matrix Flller

Capo Bulk Fill DUDMA, K.A.
Butandioldimethacrylat
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Capo Slow Flow

Tetric EvoCeram

Tetric EvoFlow

Dyract eXtra

SDR flow+

NanoPaq

DUDMA,
Butandioldimethacrylat

Bis-GMA,
UDMA,
Bis-EMA

Bis-GMA,
UDMA,
DDMA

UDMA,

TCB Harz,
TEGDMA,
TMPTMA,
Dimethacrylat-Harze

modifiziertes UDMA,
EBPADMA,
TEGDMA

DUDMA,
Bis-GMA

K.A.

Bariumglas,
Ytterbium(lIl)-fluorid,
Mischoxide,
Copolimere

Bariumglas,
Ytterbium(lIl)-fluorid,
hochdisperses Siliciumdioxid,
Mischoxide,

Copolimere

Strontiumalumino-Natrium-
Fluoro-Phosphor-Silikatglas,
Hochdisperses Siliziumdioxid

Barium-alumino-fluoro-boro-
silikat-Glas,
Strontium-alumino-fluoro-silikat-
Glas

Glasfullstoff,
pyrogene Kieselsaure,
agglomerierte Nanopartikel

Tabelle 3: Zusammensetzung der untersuchten Materialien

Material Partikelgrof3e Fullstoffvolumen E-Modul
der anorganischen
Fuller
Capo Bulk Fill 0,04 - 15 ym 77 wiw % 11090 MPa
Capo Slow Flow 0,04 - 15 um 77 wiw % 12316 MPa
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Tetric EvoCeram 0,04 - 3 um 82-83 w/w % 10000 MPa

Tetric EvoFlow 0,04 - 3 um 62 wiw % 5100 MPa
Dyract eXtra 0,8 um k.A. 7676 MPa
SDR flow+ 0,02 - 10 ym 47 viw % K.A.
NanoPaq 0,028 - 15 um 83 wiw % 18000 MPa

Tabelle 4: Technische Daten der verwendeten Materialien

3.2 Mikrobiologische Arbeitsschritte

3.2.1 Bakterienstamme

Aus den zahlreichen Mikroorganismen, welche in der dentalen Plagque gefunden
werden kénnen, wurden in dieser Studie drei reprasentative Bakterienstamme

ausgewabhilt.

|.  Streptococcus mutans ist ein wichtiger Faktor in der Atiologie der kariésen
Lasion (Krzysciak et al., 2014).

[I.  Actinomyces naeslundii ist einer der frihen Kolonisatoren von Oberflachen im
oralen Milieu (Paddick et al., 2006).

lll.  Veillonella parvula ist eines der vielen Bakterien, welche mit parodontalen
Erkrankungen, wie Gingivitis, in Verbindung gebracht wird (Trombelli et al.,
2018) und wird vermehrt in subgingivaler Plaque vorgefunden (Hughes et al.,
1988).

Die in dieser Studie verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 5 mit

Charakteristika und Herkunft angefuhrt.

Bakterienstamm Charakteristika DSM-Nr.
Streptococcus mutans Fakultativ aerob DSM-Nr.: 20523
Gram-positiv

kokkenférmig
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Actinomyces naeslundii Fakultativ anaerob DSM-Nr.: 17233
Gram-positiv
stabchenférmig

Veillonella parvula Obligat anaerob DSM-Nr.: 2007
Gramm-negativ
kokkenférmig

Tabelle 5: Verwendete Bakterien

3.2.2 Kultivierung der Bakterien

Fir die Anzucht der fakultativ aeroben und anaeroben Bakterienstimme wurden die,
bei —80 °C gefrorenen Stammkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland), anfangs
bei Raumtemperatur (23 + 2 °C) aufgetaut. Daraufhin wurden die Bakterien mit einer
Impfése nach der Dreifelderausstreich-Methode auf einzelne Schaedler-Agar-Platten
(BD Schaedler Agar mit Vitamin K1 und 5% Schafblut, Becton, Dickinson and
Company, New Jersey, USA) ubertragen. Diese Methode wird in Abbildung 9
dargestellt. Nach 48 Stunden im COz2- Inkubator (Steri-Cult CO2 Incubator HEPA
CLASS 100, Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA), bei einer
Temperatur von 37 °C, einer CO2-Konzentration von 5,8% und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 60%, wurde das Wachstum der Keime kontrolliert. Die obligat
anaeroben Keime wurden mit der gleichen Methode bei 37 °C und unter strikt
anaeroben Bedingungen kultiviert. Das anaerobe Milieu konnte durch ein
Containersystem generiert werden: Dabei wurden die Schaedler-Ager-Platten,
gemeinsam mit einem CO2-Generator (BD BBL™ CO:2 generators, Becton, Dickinson
and Company, New Jersey, USA) in verschlieRbaren Containern (BD GasPak™ EZ

container system, Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) gelagert.
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Abbildung 9: Dreifelderausstreich-Methode

Mit einer sterilen Impfése wird eine Einzelkolonie der Mikroorganismen aufgenommen und durch
serpentinenartige Streichbewegungen auf das Nahrmedium aufgetragen. Durch das stetige Abstreifen
der Mikroorganismen auf das Nahrmedium entsteht eine Verdinnung der Mikroorganismen. Nach
einer Inkubationszeit, unter den geeigneten Bedingungen fiir die verwendeten Mikroorganismen,
kénnen sich somit Einzelkolonien entwickeln.

3.2.3 Stammhaltung

Die Stammerhaltung wurde garantiert durch ein stetiges tUberimpfen der Bakterien
alle drei bis vier Tage. Nach 14-21 Tagen wurden, nach dem oben beschriebenen

Verfahren, frische Bakterienstamme kultiviert.

3.2.4 Reinigung der Probenkorper

Die Probenkorper wurden vor jedem Versuch in 0,2%-iger
Chlorhexidindigluconatlésung (CHX 0,2%) fur 30 Sekunden eingelegt, um sie zu
desinfizieren. Daftr wurden 20 pl CHX 20% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) mit 1980
pl H20 (Fresenius Kabi, Bad Homburg von der Hohe, Deutschland) verdiinnt. Bis
zum weiteren Gebrauch wurden die Probenkdrper in sterilem 0,9% NaCl (Fresenius

Kabi, Bad Homburg von der Hohe, Deutschland) gelagert.
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3.2.5 Anzucht des Biofilms

Fur jeden Kunststoff wurden funf der gereinigten und bereitgestellten Probenkérper
einzeln in ein einem Reagenzglas mit 900 ul Brain Heart Infusion (BHI) eingelegt. Die
genaue Zusammensetzung des Nahrmediums ist dem Anhang zu entnehmen. Die
kultivierten Bakterien wurden mit einer Impfése von der Agarplatte aufgenommen
und in 750 ul BHI in einem Eppendorf Reaktionsgefald resuspendiert und gevortext
(Reagensglasmixer Vortex (7-2020), neoLab, Heidelberg, Deutschland) um sicher zu
gehen, dass diese gleichmalig im Medium verteilt sind. Die nun in BHI
suspendierten Bakterien wurden auf funf Probenkdrper verteilt. Dafur wurden einzeln
100 ul der Bakterien-Medium-Suspension entnommen und je einem der
Reagenzglaser mit 900 ul BHI und einem Probenkdrper hinzugefigt. Um das
Wachstum des Biofilms zu gewahrleisen, wurden die Proben fur funf Tage in den
Schuttelinkubator (MaxQ ™ HP Tisch-Orbitalschittler, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) bei 37 °C und 40 rpm, inkubiert. Dieser Ablauf wird in

Abbildung 10 schematisch veranschaulicht.
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kultivierter Bakterienstamm
auf Agarplatte

-
|

750 pl BHI

100 pl

N

AARLN

900 pl BHI 900 pl BHI 900 pl BHI 900 pl BHI 900 pl BHI
+ Probekérper 1 + Probekdrper 2 + Probekdrper 3 + Probekérper 4 + Probekdrper 5

Inkubation im Schittelinkubator
(bei 37 °Cund 40 rpm)

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Anzucht des Biofilms

3.2.6 Verdinnen und Ausplattieren des Biofilms

Da bei diesem Versuch nur die direkt verankerten Bakterien, als Teil des Biofilms,

guantifiziert werden sollen, wurden die nicht adharenten Bakterien von den
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Materialien entfernt. Dazu wurde nach funf Tagen jedes einzelne Plattchen mit einer
sterilen Pinzette aus der Bakterien-BHI-Suspension aufgenommen, und in ein Falcon
mit 0,9% NaCl gegeben. Jeder Probenkdrper wurde in dem Falcon mit NacCl
geschwenkt, um die nicht adharenten Bakterien vom Plattchen zu l6sen. Der
Probenkorper mit den adhérenten Bakterien wurde daraufhin in ein Eppendorf
ReaktionsgefaR mit 1000 ul sterilem 0,9% NaCl gegeben. Nun wurde dies fur 45
Sekunden gevortext um die adhéarenten Mikroorganismen vom Plattchen zu lésen

und gleichmafig in der Flussigkeit zu verteilen.

Um eine Verdunnungsreihe herzustellen wurden jeweils 100 pl der Bakterien-NacCl-
Suspension in weite 900 pl sterilem 0,9% NaCl pipettiert und diese wiederum
gevortext um eine gleichmaRige Verteilung zu gewdhrleisten. Aus der verdinnten
Suspension wurden wieder 100 pl enthnommen und in weiteren 900 pl sterilem 0,9%
NaCl verdunnt. Dieses Verfahren wurde analog weitergefihrt um eine
Verdiinnungsreihe bis zum Faktor 10 zu erzielen. Von jeder Verdiinnung bis hin zu
der originalen Suspension wurden 100 ul entnommen und auf eine Schaedler-Agar-
Platte pipettiert, um sie dann auszuplattieren und gleichmaldig auf der Platte zu
verteilen. Die gleichméaRige Verteilung mittels steriler Spatel auf den Agarplatten
sollte im Idealfall gewdahrleisten, dass die Mikroorganismen in einem Abstand
voneinander zu liegen kommen. Unter den richtigen Bedingungen kann so jedes
Individuum durch Wachstum und Vermehrung eine fiirs Auge sichtbare Kolonie
bilden. Diese gebildeten Kolonien kdnnen in weiterer Folge quantifiziert werden.
Somit erhédlt man eine Kennzahl fir die Menge an lebenden Mikroorganismen auf
jeder Agarplatte. Der Aufbau der Verdinnungsreihe wird in Abbildung 11 noch

einmal dargestellt.
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Abbildung 11: Verdinnungsreihe

Der Versuchsaufbau fir den obligat anaeroben Bakterienstamm Veillonella parvula
wurde analog zu den eben beschriebenen Arbeitsschritten durchgefihrt, allerdings in
einer anaeroben Umgebung. Dieses anaerobe Milieu wurde, wie bereits oben

beschrieben, mit Hilfe von Containersystemen und CO2-Generatoren erlangt.

3.2.7 Quantifizierung der Bakterienlast

Nach 72 — 96 Stunden wurden die Schaedler-Agar-Platten dem Inkubator
entnommen und es konnte eine Quantifizierung der Bakterienlast, mittels Auszahlen
der geformten Kolonien, durchgefiihrt werden. Somit wurde fir jede Agarplatte ein
CFU-Wert (colony forming unit, koloniebildende Einheit) ermittelt.

Auf Grund der vorab erfolgten Verdinnungsreihe, gab es pro Probenkorper sechs

Agarplatten, die zur Auszéhlung herangezogen werden konnten. Jene Platten,
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welche eine so hohe Bakterienlast aufwiesen, dass die gebildeten Kolonien nicht klar
voneinander zu unterscheiden waren, wurden fir die Auswertung nicht verwendet.
Die Auszéhlung und damit der Einschluss in die statistische Auswertung fand somit
nur bei Platten statt, die eine Koloniezahl von 5 — 700 Kolonien aufwiesen. Der
gezahlte CFU-Wert wurde zu allen Platten dokumentiert und tabellarisch

festgehalten.

Um eine statistische Auswertung moglich zu machen musste mit einem Einheitswert
gearbeitet werden, welcher mit CFU/ml festgelegt wurde. Aus jeder
Verdinnungsreihe wurden reprasentativ zwei konsekutive Werte mit einer Anzahl
zwischen 70 und 700 CFU ausgewahlt und mit ihrem jeweiligen Verdinnungsfaktor
multipliziert um den Einheitswert CFU/ml zu erlangen. Aus diesen beiden Werten
konnte nun fir jeden Probenkdrper ein Mittelwert an gebildeten Kolonien pro ml
errechnet werden. So wurden fir jede Kombination aus Material und Bakterium funf

Mittelwerte errechnet werden.

1.5 Statistische Auswertung

Die deskriptive Auswertung der mikrobiologischen Daten erfolgte Uber die
Darstellung der  Mittelwerte mit  zugehoriger  Standardabweichung in
Balkendiagrammen. Diese wurden mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmond,
Washington, USA) erstellt. Das Aufzeigen statistischer Unterschiede erfolgte bei
Vorliegen nicht normalverteilter Daten mittels eines Kruskal-Wallis-Tests mit
anschlieRendem Dunn’s-Test zur Post-Hoc-Analyse in der Software SPSS (IBM,
Armonk, New York, USA). Hierbei wurde eine Alpha-Level-Korrektur nach Bonferroni
angewendet. P-Werte unter 0.05 wurden als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

Fur die Veranschaulichung der erhaltenen CFU/ml-Werte wurden Diagramme
erstellt. Wie oben beschrieben erbrachte jede Material-Bakterienstamm-Kombination
funf Mittelwerte. Aus diesen funf Werten wurde wiederum ein Mittelwert und eine
Standardabweichung errechnet. Die dazugehotrigen Diagramme koénnen in Abbildung
12, 13 und 14 gefunden werden.

4.1 Streptococcus mutans

Innerhalb der Versuchsreihe mit Streptococcus mutans wiesen die getesteten
Materialien &hnlich geringe, wenn auch signifikant unterschiedliche Adhasionswerte
auf (p = 0,007). Auffalligkeiten gab es nur bei NanoPaq und Capo Slow Flow (siehe
Abbildung 12). Ersteres stach durch eine hohe Adhasion von S. mutans heraus
(Mittelwert: 4632 CFU/ml). Letzteres zeichnete sich durch die geringste Adhasion
von allen getesteten Materialien aus (Mittelwert: 478 CFU/mI). Ein signifikanter
Unterschied besteht auch nur zwischen diesen beiden Materialien NanoPaq und
Capo Slow Flow (p = 0,002). Alle restlichen Materialien wiesen recht konstante
Adhéasionswerte (Mittelwerte: 1370 CFU/ml — 2224 CFU/ml) ohne signifikante

Unterschiede auf.

50



Adhéarenz von S. mutans zu getesteten
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Abbildung 12: Adhérenz von S. mutans zu den getesteten Probenkérpern
#p=0,002

4.2 Actinomyces naeslundii

Actinomyces  naeslundii  zeigte  signifikante  Unterschiede in  dessen
Adhasionsmengen zu den verschiedenen getesteten Materialien (siehe Abbildung
13, p < 0,001). NanoPaq, als Material mit den hdchsten Mengen an adharenten
Bakterien, zeigte signifikante Unterschiede im Vergleich zu Capo Bulk Fill (p =
0,047), Dyract (p = 0,013) und Tetric EvoFlow (p < 0,001). Letzteres Material Tetric
EvoFlow erwies sich als das Komposit mit den geringsten Adhasionswerten.
Signifikante Unterschiede konnte Tetric EvoFlow zuséatzlich noch verglichen mit
Tetric EvoCeram (p = 0,022) und SDR flow+ (p = 0,016) aufweisen.
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Adharenz von A. naeslundii auf den getesteten
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Abbildung 13: Adh&renz von A. naeslundii zu den getesteten Probenkdrpern
ap=0,047,bp=0,013,c p=0,000,dp=0,022, e p=0,016

4.3 Veillonella parvula

Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Veillonella parvula zeigen, &hnlich zu den
Versuchen mit Streptococcus mutans, ein recht einheitliches Muster der Adhasion
mit nur zwei Extremen (siehe Abbildung 14, p = 0,002). Die weitaus hdchsten
Adhésionswerte weist SDR flow+ auf (Mittelwert: 119760 CFU/ml) und Dyract eXtra
zeichnet sich als das Material mit der geringsten Adhéasion aus (Mittelwert: 4064
CFU/mI). Die restlichen Komposite verteilen sich in einem breiten Mittelfeld
(Mittelwerte: 11862 CFU/mI — 30884 CFU/mI). Eine Signifikanz gibt es nur zwischen
den Materialien mit der héchsten und geringsten Adhasion SDR flow+ und Dyract
eXtra (p <0,001)
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Adhéarenz von V. parvula auf den getesteten
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Abbildung 14: Adhéarenz von V. parvula zu den getesteten Probenkérpern
#p < 0,001

4.4 Unterschiede der bakteriellen Adhasion von drei verschiedenen

Bakterienstdmmen zu dem jeweils gleichen Material

Im statistischen Vergleich aller Materialien zur Adhasion der drei unterschiedlichen
Bakterien konnten auch signifikante Unterschiede zwischen den Bakterien erkannt
werden (siehe Tabelle 6). Es zeigt sich eine Tendenz, dass Streptococcus mutans im
Vergleich zu Veillonella parvula (p < 0,001) und zu Actinomyces naeslundii (p <

0,001), geringer an die jeweiligen Materialien zu bindet.
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Material CFU/mi

S. mutans A. naeslundii V. parvula
Capo Bulk Fill 1564 22890 11862
SDR flow+ 142430 3620502 119760P
Capo Slow Flow 478°¢ 65350°¢ 18348
Tetric EvoFlow 2224 5199 28000
Tetric EvoCeram 1370¢ 173980¢ 30884
NanoPaq 4632 717220 20556
Dyract eXtra 1677 13516 4065

Tabelle 6: Differenz der bakterienspezifischen Adhasion zu den getesteten Probenkdrpern
a:p=0,017,b: p=0,033, c: p=0,017, d: p = 0,012, Dunn’s-Test mit Korrektur nach Bonferroni
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5 Diskussion

Die Erforschung der Zusammenhange von physiochemischen Eigenschaften
dentaler Fullungsmaterialien, durch Zusammensetzung, Herstellung, Nachvergitung,
Alterung und vielen weiteren Beeinflussern, und bakterieller Adharenz ist keine
moderne Erscheinung. Seit geraumer Zeit beschéaftigt sich die Literatur mit den
verantwortlichen Phanomenen. Dennoch muss man betonen, dass es eine
Wissenslicke im Mechanismus der vermehrten oder verringerten Adhasion und
Biofilmformation im Hinblick auf Materialien mit unterschiedlichen Eigenschaften,
vorhanden ist (Rzhepishevska et al., 2013). Ein grol3es Problem in den
gegenwartigen Forschungen ist die enorme Menge an verschiedenen Methoden um
Eigenschaften, Auswirkungen und Leistungen von dentalen Materialien sowie
Mechanismen von verschiedenen Bakterien und Biofilmen, zu testen (Cazzaniga et
al., 2015). Hinzu kommt eine fehlende Konstanz der Protokolle und der
experimentellen Versuchsaufbauten (Cazzaniga et al., 2015). Daher wurde bei der
vorliegenden Arbeit, darauf geachtet, aus den vorangegangenen experimentellen
Studien den bestméglichen Versuchsaufbau fur die Untersuchung unserer

Hypothese zu gestalten und akribisch zu protokollieren.

Bei der Herstellung der Probenkorper wurde auf eine standardisierte Herstellung
geachtet. Allein die maximale Schichtstarke und die minimale Polymerisationszeit
wurden je nach Material an die Herstellerangaben angepasst, um fur jedes Komposit
und Compomer die optimalen Eigenschaften zu erhalten. Die darauffolgende
Ausarbeitung und Politur wurde bei jedem Probenkdrper in gleicher Weise

durchgefuhrt.

Die Korrelation zwischen der Oberflachenrauheit und der bakteriellen Adhéasion
wurde schon vor einiger Zeit bewiesen und konnte seither immer wieder bestatigt
werden (Cazzaniga et al., 2015; Quirynen und Bollen, 1995; Teughels et al., 2006).
Die Autoren Carlén und Mitarbeiter untersuchten unter anderem Unterschiede in der
Plaqueretention an Kompositen in unpoliertem und poliertem Zustand. Hier wurde
betont, dass es durch eine Politur der Probenkorper zu wesentlich héheren Werten
der Oberflachenrauheit Ra und der Plaqueformation kam (Carlen et al., 2001). Dabei
ist jedoch zu beachten, dass die Probenkérper zwischen Plastikstreifen (Odus-

universal-strips, Odus Dental AG, Dietikon-Zurich, Schweiz) polymerisiert wurden.
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Ein Prozess welcher bekannt dafur ist, prazise und glatte Oberflachen zu schaffen
(Bollen et al., 1997; Yap et al., 2004). Wird solch eine Plastikmatrix nicht verwendet,
ist die Polymerisation der auf3ersten Schicht jedoch inhibiert und dies fuhrt zu einer
,weicheren und klebrigeren“ Konsistenz (Magdy et al., 2017). Eine spatere Studie
von lonecso und Mitarbeitern hingegen, verglich die Oberflachenrauheit von
mehreren Kompositen, einerseits nach Politur und andererseits nach Polymerisation
gegen einen Maylar strip. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Ra Werte der
beiden Herstellungsmethoden, bis auf ein Material, keinen signifikanten Unterschied
aufwiesen. Durch eine Studie von Ono und Mitarbeitern konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass durch eine korrekte Politur (in diesem Fall, mit einer diamantierten
Polierpaste mit einer Partikelgr6Re von 1 um) bei allen getesteten Kompositen, eine
Oberflachenrauheit von Ra =0,22-0,25 pm erzielt werden konnte (Ono et al., 2007).
Dies liegt knapp tUber dem von Bollen und Mitarbeitern festgelegten Schwellenwert
von Ra=0,2 pm, ab welchem mit keiner weiteren Verringerung der bakteriellen
Adhasion zu rechnen sei (Bollen et al, 1997) (siehe Kapitel 1.3.2.
Oberflachenrauheit).

Einig sind sich jedoch viele Autoren darin, dass die veranderte Rauheit nach Politur
maf3geblich von dem verwendeten Kunststoff und dessen Matrixzusammensetzung,
Fullergehalt, -grof3e und/oder -form, abhangig ist (lonescu et al., 2012; Magdy et al.,
2017; Ono et al., 2007; Yap et al., 2004).

Da die moglichen Effekte der Nachvergitung von Kompositen schon in mehreren
Studien erortert wurden und sich die vorliegende Arbeit nicht diesem Thema widmet,
wurde beschlossen ein standardisiertes Polierverfahren fir alle Probekorper
herzustellen, ebenfalls mit dem Hintergedanken, dass es klinisch keine wirkliche
Alternative zur Politur von Komposit- und Compomerfillungen gibt, um Asthetik und
Funktion der Restaurationen zu verbessern. In Anbetracht der GroRe der
anorganischen Fuller, der von uns gewahlten Materialien, gibt es nur geringe
Unterschiede (siehe Tabelle 4). Mit der von uns gewahlten Methode der Politur,
gehen wir davon aus, die Ra-Werte aller Materialien maf3geblich verringert und
einander angenéhert zu haben. Dennoch wére eine genaue Untersuchung der Ra-
Werte all unserer Probenkdrper in einer weiteren wissenschaftlichen Arbeit von

Interesse.
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Wie bereits mehrmals erwahnt, werden die physiochemischen Eigenschaften eines
Substrats durch die Pellikel an die Oberflache weitergeleitet (Teughels et al., 2006)
und innerhalb der Pellikel spielen deren Komponenten eine wichtige Rolle in der
Adhasion von Bakterien (Hannig und Hannig, 2009) (siehe Kapitel 1.2.1.
Plaqueentstehung) . An dieser Stelle méchten wir jedoch betonen, dass es immer
wieder Studien gibt, welche vorhandene Ungereimtheiten bezliglich des Einflusses
der Pellikel auf die Adhasion von Bakterien aufweisen: Ahn und Mitarbeiter haben
unter anderem die Adh&sion von Streptococcus mutans an unterschiedliche direkte
Fullungsmaterialien (Komposite, kunststoffverstarkte Glasionomerzemente RMGIC
und einem Compomer) untersucht. Dabei haben sie bei jeweils einer Versuchsreihe
die Probenkdrper in Speichel inkubiert und bei einer Kontroll-Versuchsreihe die
Probenkérper in phosphatgepufferte Salzlésung inkubiert. Beim Vergleich der
Adhasion von Streptokokken konnte kein signifikanter Unterschied in der Menge an
Bakterien zwischen den Probenkdrpern mit und zu denen ohne Pellikel festgestellt
werden (Ahn et al., 2010). Tanner und Mitarbeiter hingegen, zeigten mit ihrer Studie,
dass eine aufgelagerte Pellikel zu einer Verringerung der bakteriellen Adhasion von
S.mutans fuhrte (Tanner et al., 2000).

Mit diesem Vorwissen wurde beschlossen einen Versuchsaufbau ohne nattrlichen
Speichel zu erstellen, um so mogliche Verfalschungen und Verringerungen der
Adhésion auszuschlieBen. Somit kann in der vorliegenden Studie nur an Hand von
vorangegangenen Studien abgeschatzt werden, welchen Einfluss die Anwesenheit
einer Pellikel auf die Adhasion der Bakterien gehabt hatte. Da die Interaktionen
zwischen den Komponenten der Pellikel und den Bakterien in grofRen Teilen noch
immer unerforscht sind, versprachen wir uns durch einen solchen Versuchsaufbau
mit Entfallen einer weiteren beeinflussenden Variable, eine leichtere und genauere
Interpretation der Ergebnisse. In zukinftigen Studien ware eine weitere Erforschung

dieser Thematik wiinschenswert.

Viele wissenschaftliche Arbeiten betonen die Komplexitat oraler Biofilme (Elias und
Banin, 2012; Flemming et al., 2016), auch hinsichtlich des Adh&sionsmechanismus
eines gemischten Biofilms zu Oberflachen und der Beeinflussung verschiedener
Bakterien untereinander (siehe Kapitel 1.2.1.4. Kolonisation). Unter diesem
Augenmerk wird die Meinung vertreten, dass nur Multi-Spezies-Modelle einen

genauen Aufschluss Uber den Umfang interbakteriellen Interaktionen und deren
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Auswirkungen auf die Biofiimformation liefern konnen. Wiederum andere
wissenschaftliche Arbeiten (Rzhepishevska et al., 2013) nehmen genau diese
Komplexitat als Anlass zu sagen, dass gut ausgefuhrte Versuche, mit konstanten
Konditionen und definierten Bakterien (Mono-Spezies-Modelle) nétig sind um die

Uberlegenheit einzelner Materialien beurteilen zu kbnnen.

Da das Hauptaugenmerk dieses Versuchs auf dem Hervorheben von
materialbedingten und bakterienabhéngigen Unterschieden der akkumulierten
Plaquemenge liegt, wurde ein Mono-Spezies-Modell bevorzugt. Diese Uberlegung
wird ebenso vertreten von llie und Mitarbeitern, welche festhalten, dass es wichtig
sei, auf Grund der schieren Menge an kommerziell erhéaltlichen restaurativen
Materialien, alle diese unter identischen Voraussetzungen zu untersuchen (llie und
Hickel, 2011). Bei unserem Versuchsaufbau wurde darauf geachtet, einen
maximalen Wert an Informationen zu erlangen, ihn jedoch gleichzeitig so simpel zu
gestalten, dass eine Reproduktion jederzeit moglich ware. Dabei wurde mit jedem
Bakterienstamm einzeln und isoliert gearbeitet. So konnte jedes Bakterium unter den
jeweils optimalen Bedingungen getestet und beobachtet werden. Ebenso konnten
Verfalschungen der Werte, durch Wechselwirkungen oder Konkurrenz mit anderen
Bakterienstammen, ausgeschlossen werden. Die Wahl eines Mono-Spezies-Test
konnte eine vergleichsweise einfache Durchfiihrung gewéhrleisten und somit auch

eine Standardisierung des Versuchs, sowie eine einfache Reproduzierbarkeit.

In Anbetracht dieses Wissens sollen die Ergebnisse der gegenwartigen Studie nur
innerhalb ihrer Rahmenbedingungen beurteilt werden. Somit missen auch
Einschrankungen der Studie beachtet werden, wie den in vitro Versuchsaufbau mit
einem Mono-Spezies-Modell, ohne die vorherige Auflagerung einer Pellikel.
Nichtsdestotrotz erlauben uns gerade diese Verhéltnisse, die Adhasion von drei
verschiedenen Bakterien an sieben Materialien, in einem fur Bakterien optimierten

Raum, zu bewerten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie erlauben keinesfalls eine einfache
Bestatigung oder Ablehnung der Versuchshypothesen. In der Fragestellung wurde
angenommen, dass auf Grund der vielen verschiedenen materialbedingten
Eigenschaften und der spezifischen Adhéasions- und Kolonisationsmechanismen von

Bakterien, ein Unterschied in den Plaqueretentionsraten zu beobachten sei (siehe
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oben). Viel eher bestatigt diese Studie die Beobachtung, dass die Adhé&sion und
Formation von Biofilmen auf desquamationsfreien Oberflachen ein komplexes

Gebiet, mit schwer vorhersehbaren Resultaten, darstellt.

Daraus lasst sich mit den von uns durchgeflhrten Versuchen bestatigen, dass es
mehr oder weniger stark ausgepragte Unterschiede bei der Adhasion von
verschiedenen Bakterien an das gleiche Substrat gibt. Auffallig dabei ist, dass
Actinomyces naeslundii und Veillonella parvula &hnlichere Adhasionsmengen zeigen,
ohne signifikanten Unterschied (p = 0,176) in ihrer Adhasion zu den getesteten
Materialien. Bei dem Vergleich der Adhé&sion von Streptococcus mutans konnte
jeweils ein signifikanter Unterschied zu der Adhasion von A. naeslundii (p < 0,000)
und V. parvula (p < 0,000) festgestellt werden. Aus diesen Daten schlussfolgern wir,
dass nicht alleine die physiochemischen Eigenschaften des Substrats die Menge an
adharenten Mikroorganismen bestimmt, sondern auch die Spezies selbst

ausschlaggebend ist.

Dies geht einher mit dem lange bekannten Wissen Uber die hohe Selektivitat der
bakteriellen Adh&sion an Oberflachen im Mund (Gibbons, 1989), welche zwischen
spezifischen extrazellularen proteinreichen Komponenten (Adh&asine) der
Organismen und komplementaren Rezeptoren auf Oberflachen vermittelt wird
(Teughels et al., 2006). Dabei betonten Gibbons und Mitarbeiter, dass Unterschiede
in der Menge an adharenten Organismen, an zwei Sseparaten Mechanismen
festzumachen seien. Ersteres von beiden ist die Adsorption zur Oberflache — ein
schneller und selektiver Prozess, welcher abhangig ist, von den Komponenten des
Bakteriums und der Komposition der Pellikel beziehungsweise der Oberflache.
Letzteres umfasst die Koaggregation und Kohasion weiterer Organismen — ebenso
selektiv wie der vorherige Mechanismus (Gibbons und van Houte, 1973). Bloomquist
und Mitarbeiter betonen, dass ein rapider Anstieg der Masse auf Zellteilungen
innerhalb der ersten 24 Stunden der Biofilmformation, zurtckzufuhren ist (Bloomquist
et al., 1996).

Solche quantitativen Unterschiede konnten in einer Studie von Dige und Mitarbeitern
veranschaulicht werden. Hier wurden Probenkérper aus Glas angefertigt und tber 48
Stunden von mehreren Probanden intraoral getragen. Nach 6, 12, 24 und 48

Stunden wurden jeweils die Mengen an S. mutans und A. naeslundii evaluiert. So
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konnte ein Vergleich zwischen den Bakterien und jeweils eine zeitliche Veranderung
der Quantitat festgestellt werden. Die Autoren vermerkten, dass sich die Zeiten,
welche die beiden Bakterienarten bendtigten um die Substratoberfliche zu
bedecken, betrachtlich voneinander unterscheiden, und A. naeslundii ein tendenziell
langsameres Wachstum aufwies (wenngleich ohne signifikanten Unterschied: paired
t-Test p = 0,07) (Dige et al., 2009). Obwohl Unterschiede in der Menge an
adharenten Bakterienspezies auch mit den Ergebnissen dieser Studie einhergehen,
wurden in unserer Studie weitaus grof3ere Mengen an A. naeslundii als an S. mutans
festgestellt. Diese gegenteiligen Werte konnten an den sehr unterschiedlichen
Versuchsaufbauten liegen und an der damit verbundenen Schwierigkeit, Werte einer
in vivo Studie, mit denen einer in vitro Untersuchung zu vergleichen. Ebenso ist eine
Gegenuberstellung solcher Ergebnisse schwierig, da in einem in vitro Versuch mit
Mono-Spezies-Modellen, jegliche Parameter optimiert und an ein Bakterium
angepasst werden koénnen, und eine Beeinflussung durch weitere Bakterien
ausgeschaltet wird. Weitere Beispiele in der Literatur findet man in Studien, welche
zeigten, dass die Sangius Art der Streptokokken besser an Oberflachen bindet als
Mutans (Rosan und Lamont, 2000). Ebenso einen Unterschied erkannten Ahn und
Mitarbeiter in ihrer Studie. Sie untersuchten SR und SFE im Zusammenhang mit der
Adhasion von S. mutans und S. sobrinus und stellten fest, dass die generelle
Adhéasionsmenge von S. mutans signifikant grof3er war als jene von S. sobrinus (Ahn
et al., 2010).

Weiterfihrend konnte die vorliegende Studie nun zusatzliche Informationen Uber die
unterschiedlichen Adhasionsmuster von A. naeslundii, S. mutans, und V. parvula im
Vergleich liefern. Innerhalb der Versuchsreihe mit A. naeslundii zeigten die sieben
Materialien insgesamt funf signifikante Unterschiede in der Menge an adharenten
Bakterien. Bei den Versuchsreihen mit S. mutans und V. parvula war es jeweils nur
ein signifikanter Unterschied. Bei Betrachtung der erhaltenen Werte liegt die
Vermutung nahe, dass A. naeslundii wesentlich starker von den Eigenschaften des
Substrats, in dessen Adhésion beeinflusst wird. Auch zu beobachten war, dass
obwohl S. mutans und V. parvula beide relativ einheitliche Adh&sionsmuster zu den
jeweiligen Probenkorpern zeigten, sie dennoch substratabhangige Unterschiede in
ihrer Adhasion aufzeigten. Dies lasst vermuten, dass die beiden Bakterienarten von

unterschiedlichen Substrateigenschaften mehr oder weniger stark beeinflusst
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wurden. Solch einen Unterschied im Verhalten von Bakterien konnten unter anderem
auch Mei und Mitarbeiter feststellen, welche die Adhasionskraft von S. mutans und
S. sanguinis in Abhangigkeit von der Rauheit verschiedener Komposite untersuchten
und verglichen. Dabei zeigte sich, dass eine steigende Rauheit der
Kompositoberflache die Adhasionskraft von S. sanguinis starker beeinflusste als die
Adhasionskraft von S. mutans (Mei et al., 2011). Auch lonescu und Mitarbeiter
vermuteten auf Grund ihrer Studie, dass die chemische Zusammensetzung eines
Substrats, verschiedene Auswirkungen auf die Biofilmformation haben konnte, je
nach getesteten Mikroorganismen (lonescu et al., 2015).

Mit Hilfe dieser vorangegangenen Untersuchungen und den von uns erhaltenen
Daten zu den unterschiedlichen Adhéasionsmustern von Bakterien zum gleichen
Substrat, konnte geschlussfolgert werden, dass nicht nur materialspezifische
Eigenschaften, sondern auch bakterielle Eigenschaften die Adhasion an Substraten
maf3geblich beeinflussen. Dartber hinaus scheinen alle Bakterien ein fur sie
spezifisches Adhéasionsmuster aufzuweisen. Es wird davon ausgegangen, dass die
physiochemischen Eigenschaften dentaler Materialien keinen einheitlichen Effekt auf
Mikroorganismen haben, welcher universell auf alle Bakterienarten Ubertragen
werden kann. Viel eher konnen die materiellen Gegebenheiten, je nach Bakterium,
einen starkeren oder schwacheren Effekt in deren Adhé&sion und Kolonisation

hervorrufen.

Die Wahl S. mutans zu verwenden, um einen Biofilm zu produzieren, basiert auf der
Erkenntnis, dass S. mutans ein wichtiger atiologischer Faktor in der Entstehung von
dentaler Karies ist. Die Fahigkeit an feste Oberflachen, wie Zahne oder restaurative
Werkstoffe zu binden und einen Biofilm zu bilden, wird mit der Entstehung von
Sekundarkaries in Verbindung gebracht (Krzysciak et al., 2014; Pereira et al., 2011).
Auch in ausgereiften Biofilmen ist S. mutans zu grof3en Teilen vertreten (Dige et al.,
2009).

In der vorliegenden Studie konnten in Bezug auf die erhaltenen Werte, fur die
Adhasion von S. mutans an die unterschiedlichen Kompositen, abgesehen von Capo
Slow Flow zu NanoPaq (p = 0,002), keine signifikanten Unterschiede zwischen den

restlichen Materialien gefunden werden. Dabei zeichnete sich Capo Slow Flow durch
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eine geringere Menge an gebildeten Kolonien aus, und NanoPaqg stach durch die

hdchste Menge an geformten Kolonien heraus.

Die Eigenschaft von S. mutans, keine gravierenden Unterschiede in ihrer Adhasion
zu mehreren verschiedenen Materialien aufzuzeigen, konnte auch von anderen
Autoren erkannt werden. Montanaro und Mitarbeiter untersuchten die Adhéasion von
S. mutans an Komposite unterschiedlicher Klassifikation, an Glasionomerzemente
und an ein Compomer. Abgesehen von einem GIZ und einem Ormocer wichen die
Werte der untersuchten Werkstoffe nicht signifikant von einer Polystyrol
Kontrollgruppe ab (Montanaro et al., 2004). Auch Ahn und Mitarbeiter betonten, dass
die Menge an adharenten S. mutans innerhalb einer Materialklasse sehr einheitlich
blieb. Erst im Vergleich mit anderen Materialien (RMGIC und Compomere im
Vergleich zu Kompositen) konnten Unterschiede in der Adhéasion festgestellt werden
(Ahn et al., 2010). Wir kdnnen uns nun, mit den von uns durchgefihrten Versuchen,
an vorherige Studien anschlieRen und deren Beobachtungen teilen. Man kann davon
ausgehen, dass S. mutans in seiner Adhasion zu einer Materialklasse, nur in
geringem Malflle von den Substrateigenschaften beeinflusst wird. Erst durch den
Vergleich mit anderen dentalen Fullungswerkstoffen und damit mal3geblicheren
Differenzen in den Materialeigenschaften, kann in vorangegangenen Studien eine

Veranderung der Adhasion festgestellt werden.

Vergangene Studien haben einen Vergleich der bakteriellen Adhasion von S. mutans
zu den unterschiedlichsten dentalen Werkstoffen ermdglicht. Aus einem Mangel an
vergleichbaren Studien, mit den von uns verwendeten Bakterien A. naeslundii und V.
parvula, geben die von uns erhaltenen Werte erstmalig Einblick in ein bisher wenig

erforschtes Gebiet.

Die weitere Auswahl von A. naeslundii fur die Versuchsdurchfihrung lag fir uns
nahe, da A. naeslundii als ein signifikanter Mitspieler der frihen Kolonisation von
Oberflachen in der Mundhothle bekannt ist. Innerhalb eines Biofilms wird er vor allem
in Schichten nahe der Substratoberflache gefunden und wird oft mit der
Koaggregation weiterer Mikroorganismen in Verbindung gebracht (Dige et al., 2009).
Weiters zeichnet sich A. naeslundii dadurch aus, Laktat als einen

Kohlenstofflieferanten fiir sein Wachstum zu verwenden und besitzt aulRerdem die
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Fahigkeit Sauerstoff aus der Umgebung zu entfernen und ein anaerobes Milieu zu
schaffen (Takahashi und Yamada, 1996).

Wie bereits oben angeschnitten, zeigt die Adhasion von A. naeslundii ein bei weitem
nicht so einheitliches Bild in Bezug auf seine Adh&sion wie S. mutans oder V.
parvula. Es wird davon ausgegangen, dass A. naeslundii in dessen Adhéasion starker
von den physiochemischen Eigenschaften des Substrats abhangig ist. Die beiden
Nano-Hybrid Komposite Tetric EvoCeram (signifikanter Unterschied zu Tetric
EvoFlow p = 0,022) und NanoPaq (signifikante Unterschiede zu Capo Bulk Flll p =
0,047, Dyract p = 0,013, Tetric EvoFlow p = 0,000) und einer der Bulkfill Komposite
SDR flow+ (signifikanter Unterschied zu Tetric EvoFlow p = 0,016) erwiesen sich als
die Kunststoffe mit den hochsten Adhasionsmengen. Die Gruppe der Flowables mit
Capo Slow Flow und Tetric EvoFlow und das Compomer Dyract eXtra schnitten in
der Versuchsreine mit A. naeslundii vergleichsweise gut ab. Damit zeigt sich ein
Trend von gruppenabhéangigen Unterschieden innerhalb der Komposite und keine
signifikanten Unterschiede innerhalb einer Gruppe. Zukinftige Studien kdnnten
diesen Trend weiter erforschen und ein besseres Bild der Adhasion von A. naeslundii

zeigen.

V. parvula ist als pravalenter und pradominanter Mikroorganismus sowohl in supra-
als auch in subgingivaler Plaque bekannt (Liu et al., 2011). Die Fahigkeit sich an
saure Milieus anzupassen und das von anderen Bakterien produzierte Laktat als
Kohlenstofflieferant zu verwerten, zeichnet V. parvula aus und macht ihn zu einem
wichtigen Mitspieler in der Bildung und Reifung von Multispezies-Biofilmen
(Jakubovics, 2015). Zahlreiche molekulare Studien konnten V. parvula sowohl mit
dentaler Karies (Al-Ahmad et al., 2010; Al-Ahmad et al., 2007; Becker et al., 2002)
als auch mit parodontalen Erkrankungen (Socransky und Haffajee, 2002) in
Verbindung bringen. Trotz seiner wichtigen Rolle in oralen Erkrankungen ist im
Vergleich zu anderen oralen Mikroorganismen recht wenig tber die Biologie und die
Mechanismen von V. parvula bekannt. Aus diesem Grund war es fur uns wichtig

weiteres Wissen uber dieses Bakterium in Erfahrung zu bringen.

Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit V. parvula lassen an das Adhasionsmuster
von S. mutans erinnern. Die Adhasionsmengen sind sehr einheitlich mit nur geringen

Unterschieden zwischen den verschiedenen Materialien. Nur SDR flow+ sticht als
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das am starksten kontaminierte Material hervor. Signifikanz besteht aber nur zu
Dyract eXtra. Dies leitet uns zu der Annahme, dass auch V. parvula nur in geringem
Mal3e von den Eigenschaften des darunterliegenden Substrates beeinflusst wird, wie

es auch bei S. mutans der Fall zu sein scheint.

In Bezug auf die vermehrte Adhé&sion von S. mutans und A. naeslundii zu NanoPaq,
waren weitere Untersuchungen winschenswert. Eine urséchliche Vermutung
unsererseits, liegt unter anderem in der Steifigkeit des Materials, welches mit 18000
MPa weit Uber den anderen getesteten Materialien liegt (siehe Tabelle 4) und somit
die Adhasion von S. mutans positiv beeinflussen konnte. Dies geht einher mit der
von Lichter und Mitarbeitern beobachteten positiven Korrelation zwischen E-Modul
des Substrats und der Adhasion von S. epidermidis. Sie bezeichneten diesen
Zusammenhang als einen mechanoselektiven Adh&sionsmechanismus und fassten
zusammen, dass die Steifigkeit polymerer Substanzen die Adhasion lebensfahiger
Bakterien in wassrigen Suspensionen modulieren kann, unabhéngig von anderen
Interaktionen an den Grenzflachen zwischen Bakterium und Material (Lichter et al.,
2008). Somit ware eine Beeinflussung von S. mutans und A. naeslundii durch das
hohe E-Modul von NanoPaq eine mogliche Erklarung fir die von uns verzeichneten

Adhasionswerte.

In der methodischen Diskussion ist bereits auf die Ra-Werte, und deren Veranderung
durch die durchgefuhrte Politur, eingegangen worden. Dies wollen wir nun in
Anbetracht der Beeinflussung der bakteriellen Adharenz durch Unterschiede der
durchschnittlichen FullergréRe, weiter ausfihren. Wie bereits oben beschrieben
gehen wir davon aus, die Rauheit der hergestellten Probenkdérper, durch die Politur,
maligeblich verringert zu haben und in die Nahe des von Bollen und Mitarbeitern
postulierten Schwellenwerts von Ra=0,2 um (Bollen et al., 1997), gebracht zu haben,
wie in vorhergegangenen Studien bereits beschrieben (Ono et al., 2007). Da jedoch
keine explizierte Untersuchung der Oberflachenrauheit durchgefihrt wurde, kénnen
wir Ausnahmen, wie von lonescu und Mitarbeitern beschrieben, nicht ausschliel3en.
Hier wurde ein Nano-Hybrid-Komposit durch eine stark erhéhte Rauheit nach der
Politur ~ auffallig. Bei  genaueren  Untersuchungen mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskops konnten in der Oberflache grol3e Agglomerationen an
Fullern gefunden werden. Die Autoren vermuteten daraufhin, dass durch eine Politur

die unregelmafdig geformten Fullerpartikel und besonders die Agglomerationen aus
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der organischen Matrix gerissen wurden und dies somit fur die hohe Rauheit und
folglich starkere Plaqueretention verantwortlich sei (lonescu et al., 2012). Auch
Magdy und Mitarbeiter beobachteten, dass das HerausreiRen von grol3en
unregelméiigen Fullern zu einer erhdhten Rauheit der Materialoberflache fuhren
kann (Magdy et al., 2017). Auf Grund solcher Untersuchungen und den von uns
beobachteten Plaqueretentionsraten, erachten wir das Auftreten eines solchen

Phanomens bei dem Nano-Hybrid-Komposit NanoPaq fur sehr wahrscheinlich.

Eine weitere Beeinflussung der bakteriellen Adharenz durch Fuller, wurde auch in
dem Fullstoffgehalt von Kompositen vermutet. Faltermeier und Mitarbeiter
untersuchten die Adhéasionsmenge von S. mutans zu drei experimentell hergestellten
UDMA-Kompositen mit unterschiedlichen Fillerfraktionen (ungefillt, 35 Vol.-%
Siliciumdioxid und 70 Vol.-% Siliciumdioxid) und zwei im Handel erhéaltlichen
kieferorthopadischen Kompositen. Dabei stellten sie fest, dass obwonhl
Siliciumdioxide die Mikrostruktur von Kompositen durchaus beeinflussen kénnen,
keine statistische Korrelation zwischen Fullerfraktion und Adhasionsintensitat erkannt
werden konnte (Faltermeier et al., 2007). Somit liegt bei unserer Versuchsreihe mit
S. mutans auch ein Ausschluss der Beeinflussung durch die Fullerfraktion der
getesteten Materialien nahe. Trotz des recht eindeutigen Ergebnisses der erwéahnten
Studie von Faltermeier und Mitarbeitern, muss man beachten, dass nur der
Zusammenhang zwischen der Fillerfraktion von UDMA-Kompositen und einem
Bakterium untersucht wurde. Weitere Untersuchungen mit den von uns verwendeten

Bakterien und Kompositen kénnten hier von Nutzen sein.

Ein weiterer moglicher Faktor, welcher die Adhasion zu den getesteten Materialien
beeinflussen kann, ist die Menge an unpolymerisierten Monomeren. Alle
Probenkérper wurden nach Polymerisation und Politur in destilliertem Wasser
gelagert, um die Eluation von ungebundenen Monomeren vor Versuchsbeginn zu
gewahrleisten. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass geringe Mengen
an unpolymerisierten Monomeren aus den verschiedenen
Matrixzusammensetzungen gelést wurden und Einfluss auf die darauffolgende
Biofilmformation genommen haben. Insbesondere wenn man beachtet, dass auch
Mikroorganismen wie S. mutans in der Lage sind Komposite durch enzymatische
Aktivitdt abzubauen (Santerre et al., 2001).
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Frihere Studien konnten schon Aufschluss Uber einige der Auswirkungen der
Inhaltsstoffe von Kompositen auf die Biofilmformation liefern (Bourbia und Finer,
2018; Kawai und Tsuchitani, 2000; Khalichi et al., 2009; Singh et al., 2009).
Beispielhaft dafur ist das TEG aus TEGDMA, welches sowohl das Wachstum von S.
mutans fordern kann, als auch dessen Genexpression beeinflussen und so die

Virulenz steigern kann (Singh et al., 2009).

Geht man von diesem Wissen aus, kdnnte man annehmen, dass Materialien mit
TEGDMA in deren Matrix (wie SRF flow+ und Dract eXtra), hhere Adh&sionswerte
von S. mutans aufweisen. Diese Erwartung konnte jedoch nach
Versuchsdurchfihrung nicht von uns bestatigt werden. Griinde fir unsere
Beobachtung kdnnten darin liegen, dass die Menge an geléstem TEG, aufgrund der
vorhergegangenen Lagerung, tatsachlich zu gering war, um einen signifikanten
Effekt auszulésen oder dass die Adhésion von S. mutans von den anderen
Eigenschaften des Substrats starker beeinflusst wird, als von den Inhaltsstoffen des
TEGDMA. Weitere Studien kénnten hier Aufschluss, tUber den zeitlichen Verlauf, der
in Losung gehenden Menge an TEG von in Flussigkeit gelagerten Kompositen,

liefern. Dies kdnnte eine genauere Interpretation unserer Ergebnisse erméglichen.

Auch zu beachten sind gewisse Ungereimtheiten, welche noch immer im Effekt der
Eluate auf gewisse Mikroorganismen bestehen. Kawai und Tsuchitani konnten im
Vergleich zu oben erwdhnten Studien, zwar keine verdnderte Genexpression, jedoch
eine erhohte enzymatische Aktivitat der Glycosyltransferase in S. sobrinus, nach
Expositioin gegentuber TEGDMA und Diglycidylmethacrylat feststellen (Kawai und
Tsuchitani, 2000). Hansel und Mitarbeiter konnten zeigen, dass EGDMA und
TEGDMA das Wachstum von S. sobrinus und L. acidophilus stimulierten, Bis-GMA
fuhrte jedoch zu einer Inhibition im Wachstum von L. acidophilus (Hansel et al.,
1998). Aus diesen vielen Studien, mit teils unterschiedlichen Erkenntnissen
schlussfolgerten Bourbia und Mitarbeiter, dass verschiedene Inhaltsstoffe aus
Kompositen jeweils unterschiedliche Effekte auf Mikroorganismen haben, und dass
diese auch abhangig sind von der Bakterienart (Bourbia und Finer, 2018).

Die positive Korrelation zwischen SFE und initialer bakterieller Adhasion konnte in
mehreren Studien verdeutlicht und immer wieder bestatigt werden (Ahn et al., 2010;

lonescu et al., 2012; Quirynen et al., 1990). Die Uberlegung, dass SFE vor allem die
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initiale Adhasionskraft beeinflusst, legt nahe, dass im Laufe der Biofilmformation die
SFE eine immer geringere Rolle spielt (Busscher et al., 2010). Dies wird auch von
der bereits erwahnten Studie von Quireynen und Mitarbeitern unterstitzt, in welcher
eine Veranderung der SFE nach sechs Tagen Biofilminkubation keinen signifikanten
Unterschied in der Menge der bakteriellen Adharenz hervorruft (siehe Kapitel 1.3.2.:
Oberflachenrauheit) (Quirynen et al., 1990). Dennoch konnten Versuche von lonescu
und Mitarbeitern zeigen, dass die SFE auch nach 96 Stunden Biofilmformation zu
einer Veranderung der Adhasion von S. mutans fuhrte und sie betonte, dass die
Zusammensetzung und Nachvergitung der Fallungsmaterialien dabei eine grof3e
Rolle spielten (lonescu et al., 2012). Da in den von uns durchgeflihrten Versuchen,
Probenkérper auch Uber einen ahnlich langen Zeitraum mit Bakterien inkubiert
wurden, kdnnte eine maogliche Beeinflussung durch SFE durchaus im Bereich des
Moglichen liegen. Die Erfassung der SFE unserer getesteten Komposite und
Compomere wurde in der vorliegenden Studie nicht durchgefuhrt. Dennoch gehen
wir davon aus, dass es durch die Politur der Probenkdrper zu einer Verringerung der
SFE kam, wie von lonescu und Mitarbeitern beschrieben (lonescu et al.,, 2012).
Weitere Versuche, welche die Aspekte der SFE in Zusammenhang mit der
chemischen Zusammensetzung und Nachvergitung dentaler Materialien erforschen
waren wunschenswert. Sie konnten Aufschluss Uber die Adhésion von

verschiedenen Bakterien an Oberflachen mit variierenden SFE geben.

In einer Gegenuberstellung von Kompositen und Compomeren konnte man, auf
Grund der Fluoridfreisetzung von Compomeren, eine geringere bakterielle Last
erwarten (Fluoridfreisetzung von Dyract eXtra 0,8 pg/cm? pro Woche Uber eine
getestete Zeit von 20 Wochen -laut Herstellerangaben). Immerhin hat sich die
Wissenschaft schon seit einiger Zeit mit den moglichen Effekten fluoridfreisetzender
Materialien, auf das Wachstum und die Vitalitat bakterieller Organismen,
auseinandergesetzt. Dabei konnte immer wieder ein antimikrobieller Effekt durch
solche Materialien aufgezeigt werden (Friedl et al., 1997; Meiers und Miller, 1996).
Fluoride kdnnen als Puffer fungieren und die durch Bakterien produzierten S&uren
neutralisieren und das Wachstum von kariogenen Mikroorganismen unterdriicken
(Auschill et al., 2002).

Gegenteilige Meinungen finden sich in Studien mit neu getesteten Materialien. In

einer Studie von Ozdemir-Ozenen und Mitarbeitern wurden acht verschiedene
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Materialien, darunter GIZ, RMGIC, ein Komposit und ein Compomer und der
Zusammenhang von deren Fluoridfreisetzung und antibakteriellen Effekten getestet.
Dabei konnte nur eines der acht getesteten Materialien (Vitremer 3M ESPE, St. Paul,
Minesota, USA) das Wachstum von S. mutans lber 48 Stunden nach dem
Anmischen, inhibieren. Alle anderen getesteten Materialien konnten solch einen
Effekt nicht vorweisen (Ozdemir-Ozenen et al., 2013). Eine ahnliche Studie von
Marczuk-Kolada und Mitarbeitern untersuchte Dyract AP (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz, Deutschland). Hier konnte nach sieben Tagen ein Maximum in der
Fluoridfreisetzung festgestellt werden. An diesem Maximum war auch eine Inhibition
des Wachstums von S. salivarius und S. sanguis festzustellen. Das Wachstum von
S. mutans und Lactobacillus casei konnte jedoch nicht inhibiert werden (Marczuk-
Kolada et al., 2006). Ahnlich zu dieser Studie konnte auch bei uns in der
Gegenuberstellung von Dyract eXtra mit allen anderen getesteten Kompositen, keine
signifikante Verringerung der Menge an S. mutans festgestellt werden. Bei den
Versuchsreihen mit A. naeslundii und V. parvula konnten hingegen signifikante
Unterschiede vermerkt werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass ein signifikanter
Unterschied in der Adh&sion von A. naeslundii von Dyract eXtra lediglich zu
NanoPag besteht (p=0,013), welcher seinerseits durch eine sehr hohe Adhésion von
A. naeslundii auffallt und auch zu anderen Kompositen ebenso signifikant hdhere
Bakterienmengen aufweist. Die Versuchsreihe mit V. parvula wiederum, zeigt fur
Dyract eXtra die geringste Menge an adharenten Bakterien im Vergleich zu den
restlichen Kompositen. Signifikant ist dieser Unterschied nur zu SDR flow+ (p <
0,001). Unsere Beobachtungen lassen eine Beeinflussung der bakteriellen Adhéarenz
hin zum Positiven, durch fluoridfreisetzende Materialien vermuten, wenn gleich nicht
bei allen Bakterien. An dieser Stelle ist es auch interessant zu erwéhnen, dass sich
die mechanischen Eigenschaften von fluoridfreisetzenden Materialien im oralen
Milieu, nachweislich verschlechtern (Moreau und Xu, 2010). Der kariostatische
Effekt, durch die hoheren Fluoridmengen in unmittelbarer Nahe zu
fluoridfreisetzenden Restaurationen konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden.
Dennoch weisen klinische Studien widersprichliche Daten im Hinblick darauf auf, ob
fluoridfreisetzende Materialien im Vergleich zu Materialien ohne Fluoridfreisetzung

auch Schutz vor Sekundarkaries bieten (Wiegand et al., 2007).
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Mit der von uns durchgefuhrten Studie war es uns ein Anliegen, das Verstandnis und
das Wissen zur Interaktion von zahnarztlichen Fullungswerkstoffen und bakteriellen
Adhasion zu verbessern. Wir rechnen auch damit, dass sich zuklnftig weitere
Studien mit einer grolBeren Vielfalt von Bakterienstdimmen einzeln
auseinandersetzen werden und deren Unterschiede aufzeigen werden. Dieses
akquirierte Verstandnis fur die einzelnen Bakterienstdimme, welche Teil eines
Biofilms sind, soll als ein Grundstein dienen, um weiteres Wissen zu erlangen. So
konnen auch zukinftige Versuche mit einem komplizierteren Aufbau, im Sinne eines
Multi-Spezies-Modells oder in Anwesenheit einer Pellikel, leichter und akkurater zu

interpretiert werden.

Auch im Bereich der Materialforschung sind weiterfihrende Untersuchungen nur zu
erwarten. Winschenswert ware ein vollstandiges Wissen Uber die Auswirkung der
Fullerfraktionen oder einzelner Inhaltsstoffe, wie etwa TEG, auf verschiedene
Bakterien. Ebenso von Interesse ware es den genauen zeitlichen Verlauf der
Abnahme der Beeinflussung der Plaqueretention durch die freie Oberflachenenergie
darzustellen. Relevant waren auch zukunftige Untersuchungen, welche den
Zusammenhang zwischen agglomerierten Nanopartikeln und einer erhohten

Oberflachenrauheit nach Politur darstellen.

Durch die Verwendung von derzeit am Markt erhéltlichen und zahnéarztlich
gebrauchlichen Materialien konnten wir den aktuellen Stand der Fillungswerkstoffe
darstellen. Somit wollen wir Kollegen zuklinftig dazu anregen, die Wahl der von ihnen
verwendeten Fullungsmaterialien, nicht alleine von asthetischen Gesichtspunkten
und der Handhabung des Materials abhangig zu machen, sondern viel eher auch von
biologischen und mikrobiellen Aspekten, um somit eine moglichst langlebige und

gesundheitlich vertretbare Versorgung unserer Patienten zu gewahrleisten.
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6 Zusammenfassung

In dieser in vitro Studie wurden insgesamt sieben direkte Fullungsmaterialien (sechs
Komposite: Capo Bulk Fill, SDR flow+, Capo Slow Flow, Tetric EvoFlow, Tetric
EvoCeram, NanoPagq; und ein Compomer: Dyract eXtra) auf deren Plaqueretention
von drei verschiedenen Bakterienstimmen (Streptococcus mutans, Actinomyces

naeslundii und Veillonella parvula) hin untersucht.

Komposite bzw. Compomere sind sehr beliebte und bewahrte Werkstoffe fir direkte
Fullungen im zahnarztlichen Alltag. Wie aber bei jedem anderen Fullungsmaterial
auch, muss man sich als Behandler der Schwéchen des verwendeten Materials
bewusst sein. Eine Problematik, welche Kompositfullungen mit sich bringen, ist eine
recht starke Plaqueretention, welche ihrerseits wieder zu méglichen Komplikationen
wie Sekundarkaries und/oder parodontalen Erkrankungen fuhren kann. Ein
umfassendes Verstandnis Uber die recht vielseitigen Interaktionen zwischen oralen
Mikroorganismen und den Oberflachen dentaler Fillungsmaterialien, soll dabei

helfen die orale und allgemeine Gesundheit der Patienten zu optimieren.

Fur die mikrobiologischen Versuche dieser Studie wurden von jedem zu testenden
Material funf Probenkoérper laut Herstellerangaben produziert, gereinigt und
bereitgestellt. Jeder Probenkdrper wurde einzeln in einem Falcon mit Nahrmedium
und einem Bakterienstamm versetzt und flr finf Tage inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Probenkdorper mit 0,9% NaCl abgespult, um nicht-adhérenten Bakterien
zu entfernen. Im nachsten Schritt wurden die Probenkoérper in einem Eppendorf
ReaktionsgefaR mit 1000 ul 0,9% NaCl bereitgestellt und gevortext um die
adharenten Bakterien von dem Probenkérper zu I6sen. Die entstandene Bakterien-
NaCl-Suspension wurde danach in einer Verdinnungsreihe bis zur funften Potenz
verdunnt. Von jeder Verdinnung bis hin zur ersten Bakterien-NaCl-Suspension
wurden 100 pl auf einer Agarplatte ausplattiert, und fir 96 Stunden inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurden auf allen Agarplatten die geformten Kolonien (CFU)
ausgezahlt und tabellarisch festgehalten. Somit konnten fur jeden Werkstoff und
jeden Bakterienstamm die CFU/ml ermittelt werden. Ein anschlieRender Vergleich
der ermittelten Werte und eine statistische Auswertung wurde mittels SPSS

durchgefuhrt.
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Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass Streptococcus mutans im Vergleich zu den
beiden anderen Bakterien Actinomyces naeslundii und Veillonella parvula in
geringeren Mengen an die gleichen Substratoberflichen bindet, was in
Ubereinstimmung mit vorangegangen Studien steht, dass nicht alleine die
physiochemischen Eigenschaften des Substrats ausschlaggebend ist, fiur die Menge
an adharenten Bakterien, sondern auch die bakterielle Spezies selbst. Abgesehen
von den Unterschieden in den Adhasionsmengen der einzelnen Bakterien, konnten
auch verschiedene Adhasionsmuster der jeweiligen Bakterien erkannt werden. Auch
diesbeziglich kdonnen wir uns friheren Studien anschlieRen und zeigen, dass
materielle Eigenschaften keinen einheitlichen Effekt auf die Adhasion haben, welcher
auf jeden Mikroorganismus Ubertragen werden konnte. S. mutans und V. parvula
zeigten jeweils recht einheitliche Adh&sionswerte zu den getesteten
Materialoberflachen und damit eine recht geringe Abhangigkeit der
Adhasionsmengen von den Substrateigenschaften. A. naeslundii zeigte starkere
Unterschiede der adharenten Menge zu den getesteten Materialien und scheint
daher von den unterschiedlichen physiochemischen Eigenschaften der Materialien

starker beeinflusst worden zu sein.

Diese Studie leistet einen Beitrag zum Verstandnis der komplexen und vielseitigen
Interaktion zwischen Oberflachen von direkten Fllungsmaterialien und oralen
Mikroorganismen. Sie bietet einen direkten Vergleich von mehreren
Fullungsmaterialien in Kombination mit drei Bakterienstdammen und gibt einen
Einblick in die Adhasionsmengen und -muster von zwei zuvor wenig erforschten
Bakterien A. naeslundii und V. parvula. Um diese Studie jedoch besser einordnen zu
kénnen und auch zuklnftig Fiallungsmaterialien besser beurteilen zu kénnen, sind

weitere Untersuchungen notig.
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DNA
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EBPADMA

EGDMA
EPS
GlZ
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METAC
PDMS
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PEM
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RMGIC
SFE
SPM

SR

Butandioldimethacrylat
Brain Heart Infusion
bisphenol A polyetheylene glycol dimethacrylate
Bisphenol A-glycidyl methacrylat
2,2-Bis[4(2,3-hydroxypropoxy)phenyl]propane
bis-(3’,5’)-di- Guanosinmonophosphats
Colony Forming Unit
Chlorhexidin
Dekandioldimethacrylat
Desoxyribonukleinséaure
Diurethandimethacrylat
ethoxyliertes Bisphenol-A-dimethakrylat
Ethylenglycol-dimethylacrylat
extrazellulare polymere Substanzen
Glasionomerzement
Methacrylséaure
poly(2-(methacryloyloxy)-ethyl trimethyl ammonium chlorid
poly(dimethylsiloxane)
poly(ethylene glycol) dimethacrylate
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polysaccharide intrazellulare Adhasinde
resin modified glasionomercement
Surface Free Energy
poly (3-sulphopropyl methacrylate)
Surface Roughness
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bakterienspezifischen Adhé&sion zu den getesteten



TCB Harz
TEG
TEGDMA
TMPTMA
U/min
UDMA

11 Rezepte

Carbonsaure-modifiziertes Dimethacrylat
Triethylenglycol
Triethylenglycol-dimethacrylat
Trimethylolpropan-Trimethacrylat
Umdrehungen pro Minute

Urethandimethacrylat

Brain Heart Infusion Broth (BHD:

37 g Brain Heart Infusion auf 1000 ml H20

Zur Sterilisation bei 121 °C autoklaviert
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